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ABSTRACT
T he common t e t r a p y r r o l e  p a th w a y  o f  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  
b a c t e r i u m ,  R h o d o b a c te r  c a p s u l a t u s . u l t i m a t e l y  l e a d s  t o  t h e  
s y n t h e s i s  o f  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l ,  h em e, v i t a m i n  B -1 2 , a n d  
s i r o h e m e .  M o le c u la r  a n a l y s i s  o f  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  
h a s  b e e n  l i m i t e d  d u e  t o  a  l a c k  o f  m u t a n t s .  T h i s  s t u d y  
d e s c r i b e s  t h e  i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  b i o t i n -  
r e q u i r i n g  m u ta n t  o f  B . c a p s u l a t u s  u n a b le  t o  s y n t h e s i z e  
h em e. G ro w th  c o n d i t i o n s  w e re  e s t a b l i s h e d  t o  a l l o w  
s e l e c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  h e m e - d e f i c i e n t  s t r a i n s  o f  
B . c a p s u l a t u s . A s c r e e n i n g  m e th o d  w as d e v e lo p e d  t o  i s o l a t e  
s t r a i n s  o f  B* c a p s u l a t u s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  h em e. Tn5 
d e r i v a t i v e s  o f  a  bc.hB s t r a i n  t h a t  e x h i b i t e d  a n  a l t e r e d  
a b i l i t y  t o  s y n t h e s i z e  t h e  f l u o r e s c e n t  p o r p h y r i n  
M g -2 , 4 - d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 m o n o m e th y l e s t e r  w e re  
s c o r e d  f o r  h e m in - d e p e n d e n c e .  One n o n f l u o r e s c e n t ,  h e m in -  
r e q u i r i n g  m u t a n t ,  s t r a i n  A JB 544 , w as i s o l a t e d .  T h i s  m u ta n t  
c o u l d  n o t  g ro w  o n  a m i n o l e v u l i n a t e  o r  p o r p h o b i l i n o g e n  
w h e r e a s  p r o t o p o r p h y r i n  a n d  h e m in  s u p p o r t e d  g r o w th .  AJB544 
w as f o u n d  t o  b e  a  b i o  m u t a n t ,  a n d  i t  w as show n t h a t  h e m in  
c o u l d  p a r t i a l l y  r e p l a c e  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  b i o t i n .  T h i n -  
l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  a n d  f l u o r i m e t r i c  a n a l y s i s  r e v e a l e d  
t h a t  A JB 544 a c c u m u la te d  c o p r o p o r p h y r i n  a n d  p r o t o p o r p h y r i n  
w hen g ro w n  i n  m in im a l m edium  c o n t a i n i n g  h e m in  o r  2 .5  nM 
b i o t i n .  C o p r o p o r p h y r in  w as t h e  m a jo r  p o r p h y r i n  t h a t
a c c u m u la te d  w hen A JB 544 w as g ro w n  i n  m in im a l  m edium  
c o n t a i n i n g  h e m in . P o r p h y r i n  f o r m a t i o n  b y  c e l l - f r e e  
e x t r a c t s  o f  A JB544 a n d  A JB478 d e m o n s t r a t e d  t h a t  A JB544 
c o u l d  fo rm  n o rm a l l e v e l s  o f  p r o t o p o r p h y r i n  f ro m  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  b u t  n o t  f ro m  a m i n o l e v u l i n a t e  o r  
p o r p h o b i l i n o g e n .  A d d i t i o n  o f  b i o t i n  t o  e x t r a c t s  o f  A JB544 
r e s u l t e d  i n  a  2 .0  t o  3 . 8 - f o l d  i n c r e a s e  i n  p r o t o p o r p h y r i n  
f o r m a t i o n  f ro m  a m i n o l e v u l i n a t e  o r  p o r p h o b i l i n o g e n .
E x t r a c t s  o f  AJB544 g ro w n  i n  m in im a l  m edium  c o n t a i n i n g  
b i o t i n  d e m o n s t r a t e d  a n  i n c r e a s e  i n  p r o t o p o r p h y r i n  f o r m a t i o n  
f ro m  a m i n o l e v u l i n a t e  o r  p o r p h o b i l i n o g e n .  T h e s e  d a t a  
s u g g e s t  t h a t  b i o t i n  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n o g e n .
S o u t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s t r a i n  A JB544 
c o n t a i n e d  a  s i n g l e  Tnji i n s e r t i o n .  A JB544 w as c h a r a c t e r i z e d  
a s  a  b io B  m u ta n t  b y  c r o s s f e e d i n g  s t u d i e s  a n d  t h i n - l a y e r  
c h r o m a to g r a p h y .  T h e  b io B  g e n e  w as c l o n e d  f ro m  R . 
c a p s u l a t u s  b y  s c r e e n i n g  a  pLAFRI l i b r a r y  o f  R . c a p s u l a t u s  
DNA a n d  l o c a l i z e d  t o  a  2 .8 5  k b  EcoR i - P s t I  f r a g m e n t .  
I n t r o d u c t i o n  o f  t h e  b io B  g e n e  i n t o  A JB 544 r e s t o r e d  t h e  
f l u o r e s c e n t  p h e n o ty p e .
x
INTRODUCTION
T he t e t r a p y r r o l e s  o f  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  h a v e  b e e n  
e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  s i n c e  t h e  e a r l y  w o rk  o f  C o h e n - B a z i r e  e t  
a l . (2 4 )  w h ic h  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  f o r m a t i o n  o f  
p h o to p ig m e n ts  a n d  p h o t o s y n t h e t i c  m em b ran es  w e re  
d r a m a t i c a l l y  a f f e c t e d  b y  o x y g e n  a n d  l i g h t .  Much o f  t h e  
r e s e a r c h  h a s  c e n t e r e d  o n  t h e  e f f e c t s  o f  o x y g e n  on 
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  b i o s y n t h e s i s  a n d  r e g u l a t i o n  o f  t h e  
t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e t i c  p a th w a y . E a r l y  w o rk  b y  L a s c e l l e s  
(6 9 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  R hodo b acfcex  s o h a e r o i d e s . 
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  a  a n d  hem e s h a r e  a  common b i o s y n t h e t i c  
p a th w a y  b e f o r e  b r a n c h i n g  a t  p r o t o p o r p h y r i n  IX  ( F i g u r e  1 ) .  
When m a g n es iu m  i s  i n s e r t e d  i n t o  t h e  p r o t o p o r p h y r i n  r i n g ,  
t h e  m a g n e s iu m - p r o to p o r p h y r in  t h a t  r e s u l t s  i s  u l t i m a t e l y  
c o n v e r t e d  i n t o  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l .  I n s e r t i o n  o f  i r o n  i n t o  
t h e  p r o t o p o r p h y r i n  r i n g  r e s u l t s  i n  p r o to h e m e ,  w h ic h  i s  
f u r t h e r  m o d i f i e d  a n d  c o o r d i n a t e d  t o  p r o t e i n s  l e a d i n g  t o  t h e  
f o r m a t i o n  o f  d i f f e r e n t  h e m o p r o te in s  ( 7 4 ,1 1 2 ) .
T he o t h e r  tw o  e n d p r o d u c t s  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e t i c  
p a th w a y ,  s i r o h e m e  a n d  v i t a m i n  B -1 2 , a r e  d e r i v e d  fro m  
u r o p o r p h y r in o g e n  I I I ,  a  p r e c u r s o r  o f  p r o t o p o r p h y r i n  IX .
T he f o u r  t e t r a p y r r o l e  p ig m e n ts  fo u n d  i n  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  
b a c t e r i a  s e r v e  c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t  f u n c t i o n s  a n d  a r e  
s y n t h e s i z e d  i n  v a s t l y  d i f f e r e n t  a m o u n ts .  T e t r a p y r r o l e  
b i o s y n t h e s i s  h a s  b e e n  m o s t  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  i n  t h e
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Figure 1. Tetrapyrrole Biosynthetic Pathway. CoA - 
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p u r p l e ,  n o n - s u l f u r  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i u m ,  R . 
s p h a e r o i d e s . When g ro w n  p h o t o s y n t h e t i c a l l y , c e l l s  o f  R . 
s p h a e r o i d e s  p r o d u c e  a s  m uch a s  25 n m o le s
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  p e r  mg d r y  w e i g h t ,  0 .3  n m o le s  hem e p e r  
mg d r y  w e i g h t ,  a n d  0 .0 7  n m o le s  v i t a m i n  B -1 2  p e r  mg d r y  
w e ig h t  ( 7 1 ) .  B a c t e r i o c h l o r o p h y l l  i s  s y n t h e s i z e d  w hen t h e  
o r g a n is m  i s  g ro w n  a n a e r o b i c a l l y  i n  t h e  l i g h t  a n d  s e r v e s  a s  
t h e  p r i n c i p a l  l i g h t - h a r v e s t i n g  p h o to p ig m e n t  n e c e s s a r y  t o  
p r o d u c e  e n e r g y  f ro m  l i g h t .  Heme i s  p r e s e n t  i n  
p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  a s  t h e  p r o s t h e t i c  g r o u p  o f  
c y to c h r o m e s ,  c a t a l a s e ,  a n d  p e r o x i d a s e ,  a n d  i s  r e q u i r e d  
u n d e r  a l l  g ro w th  c o n d i t i o n s  f o r  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  
( 6 5 ,1 3 6 ,1 3 7 ) .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  v i t a m i n  B -12  
s e r v e s  a s  a  c o f a c t o r  f o r  m e th io n in e  b i o s y n t h e s i s  i n  R . 
s p h a e r o i d e s  ( 1 8 ) .  S iro h e m e  h a s  b e e n  show n t o  b e  t h e  
p r o s t h e t i c  g r o u p  o f  t h e  enzym e s u l f i t e  r e d u c t a s e  ( 3 0 ) .
I .  E n z y m a tic  S t e p s  L e a d in g  t o  t h e  S y n t h e s i s  o f  
P r o t o p o r p h y r i n  IX .
The p r o p e r t i e s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  
t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  i n t e r m e d i a t e s ,  w h ic h  
l e a d  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  p r o t o p o r p h y r i n  IX , h a v e  b e e n  
e x t e n s i v e l y  s t u d i e d .  I n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e s e  r e a c t i o n s  i n  
t h e  R h o d o s p i r i l l a c e a e  s te m s  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  f ro m  s t u d i e s  
w i t h  R . s p h a e r o i d e s . To d a t e ,  e v i d e n c e  a v a i l a b l e  o n  t h e
e n z y m ic  s t e p s  l e a d i n g  t o  p r o t o p o r p h y r i n  IX i n d i c a t e s  t h a t  
a l l  o r g a n is m s  s t u d i e d  s h a r e  t h e  sam e  b i o s y n t h e t i c  p a th w a y  
f ro m  5 - a m i n o l e v u l i n a t e  t o  p r o t o p o r p h y r i n  IX . H o w ev e r, tw o  
r o u t e s  e x i s t  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  a m i n o l e v u l i n a t e .  I n  t h e  
C -5  p a th w a y ,  f o u n d  i n  p l a n t s  ( 9 9 ) ,  a l g a e  ( 4 0 ) ,  
m e th a n o t r o p h s  ( 4 1 ) ,  a n d  m o s t  r e c e n t l y ,  £ .  c o l i  ( 7 0 , 7 6 ) ,  
a m i n o l e v u l i n a t e  i s  d e r i v e d  f ro m  g l u t a m a t e  v i a  a  
t r a n s a m i n a s e  r e a c t i o n .  I n  t h e  C -4  p a th w a y  o r  S h em in  
p a th w a y ,  fo u n d  i n  a n im a l s  a n d  m any b a c t e r i a ,  i n c l u d i n g  t h e  
p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a ,  B . c a p s u l a t u s  a n d  B- s p h a e r o i d e s . 
a m i n o l e v u l i n a t e  i s  d e r i v e d  fro m  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  
s u c c i n y l  CoA a n d  g l y c i n e .  F o r m a t io n  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  i s  
f o l l o w e d  b y  t h e  s y n t h e s i s  o f  p o r p h o b i l i n o g e n  f ro m  tw o  
m o le c u le s  o f  a m i n o l e v u l i n a t e .  T he c o n d e n s a t i o n  a n d  
c y c l i z a t i o n  o f  f o u r  m o le c u le s  o f  p o r p h o b i l i n o g e n  r e s u l t s  i n  
t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  f i r s t  t e t r a p y r r o l e ,  u r o p o r p h y r in o g e n
I I I .  I f  t h e  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  m o le c u le  i s  
d e c a r b o x y l a t e d ,  hem e a n d  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  a r e  t h e  
u l t i m a t e  e n d p r o d u c t s ,  o r  i f  t h e  u r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  
m o le c u le  i s  m e t h y l a t e d ,  s i r o h e m e  a n d  v i t a m i n  B -1 2  a r e  
p r o d u c e d .
A m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e ,  t h e  f i r s t  enzym e o f  t h e  
t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e t i c  p a th w a y ,  i s  e n c o d e d  b y  t h e  hemA 
g e n e  a n d  c a t a l y z e s  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  s u c c i n y l  CoA a n d  
g l y c i n e  t o  fo rm  a m i n o l e v u l i n a t e  ( 1 1 4 ) .  A m i n o l e v u l i n a t e
s y n t h a s e  h a s  b e e n  t h e  m o s t  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  t e t r a p y r r o l e  
b i o s y n t h e t i c  enzym e a n d  h a s  b e e n  p u r i f i e d  f ro m  a  v a r i e t y  o f  
o r g a n i s m s  a n d  a n im a l  t i s s u e s  ( 3 8 , 6 2 , 1 1 4 ) .  I n  t h e  
p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i u m ,  g .  s p h a e r o i d e s , a m i n o l e v u l i n a t e  
s y n t h a s e  h a s  b e e n  show n t o  b e  a  r e g u l a t o r y  enzym e w h ic h  
i n c r e a s e s  i n  c e l l u l a r  c o n c e n t r a t i o n  w hen c e l l s  a r e  
t r a n s f e r r e d  f ro m  a e r o b i c  g ro w th  c o n d i t i o n s  t o  a n a e r o b i c  
g r o w th  c o n d i t i o n s  ( 7 2 , 2 4 ) .  T he f o r m a t i o n  o f  
a m i n o l e v u l i n a t e  h a s  a l s o  b e e n  show n  t o  b e  t h e  r a t e - l i m i t i n g  
s t e p  f o r  t h e  e n t i r e  common t e t r a p y r r o l e  p a th w a y  ( 6 7 ) .  
S e v e r a l  l a b o r a t o r i e s  h a v e  r e p o r t e d  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  
a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  f ro m  g .  s p h a e r o i d e s . T h e  enzy m e 
w as show n t o  b e  s o l u b l e  a n d  r e q u i r e s  p y r i d o x a l  p h o s p h a te  a s  
a  c o f a c t o r .  W a rn ic k  a n d  B urnham  (1 2 9 )  p u r i f i e d  t h e  enzym e 
1 3 0 0 - f o l d  a n d  d e t e r m i n e d  a  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  
a p p r o x i m a t e l y  5 7 ,0 0 0 .  T he p u r i f i e d  enzym e i s  i n h i b i t e d  b y  
p ro to h e m e  (50% i n h i b i t i o n  a t  4 |xM). A m i n o l e v u l i n a t e  
s y n t h a s e  p u r i f i e d  f ro m  s e v e r a l  s o u r c e s  w as a l s o  f o u n d  t o  b e  
s e n s i t i v e  t o  h e m in  ( 1 1 4 ) .  Y u b is u i  a n d  Y oneyam a (1 3 4 )  
r e p o r t e d  s i m i l a r  r e s u l t s  b u t  f o u n d  i n h i b i t i o n  w i t h  
p ro to h e m e  (50% i n h i b i t i o n  a t  0 .4  p,M) an(* i n h i b i t i o n  w i th  
m a g n e s iu m - p r o to p o r p h y r i n  (50% i n h i b i t i o n  a t  2 (xM). O th e r  
l a b o r a t o r i e s  h a v e  r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  o f  tw o  f r a c t i o n s  
o f  t h e  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  f ro m  g .  s p h a e r o i d e s . w i t h  
F r a c t i o n  I  c o n s i s t i n g  o f  a n  i n a c t i v e  fo rm  a n d  a n  a c t i v e  
f o r m .  T h e  i n a c t i v e  fo rm  c a n  b e  c o n v e r t e d  t o  t h e  a c t i v e
fo rm  b y  t r e a t m e n t  w i t h  c y s t e i n e  t r i s u l f i d e  ( 1 2 6 ,1 3 1 ) .  B o th  
f r a c t i o n  I  a n d  I I  en zy m es a r e  r e p r e s s e d  b y  a  h i g h  o x y g e n  
t e n s i o n .  The f r a c t i o n  I  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  c a n  b e  
in d u c e d  b y  a  d e c r e a s e  i n  o x y g e n  a l o n e ,  w h e r e a s  i n d u c t i o n  o f  
t h e  f r a c t i o n  I I  enzy m e r e q u i r e s  a  d e c r e a s e  i n  o x y g e n  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  l i g h t .  T he  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  t h e s e  fo rm s  o f  
a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  i s  a p p r o x i m a t e l y  1 0 0 ,0 0 0  ( 1 2 5 ) .  
A n o th e r  g r o u p  r e p o r t e d  a  h i g h e r  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  tw o  
enzym e f r a c t i o n s  b u t  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b o t h  f r a c t i o n s  
a r e  i n h i b i t e d  75% b y  1 mM ATP ( 3 2 ) .  E f f o r t s  b y  o t h e r  
g r o u p s  t o  c o r r e l a t e  i n t r a c e l l u l a r  a d e n i n e  n u c l e o t i d e  l e v e l s  
w i t h  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  b i o s y n t h e s i s  h a v e  y i e l d e d  
i n c o n c l u s i v e  r e s u l t s  ( 7 1 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  
i n h i b i t i o n  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  b y  h e m in , 
m a g n e s iu m - p r o to p o r p h r in  a n d  ATP, a s  w e l l  a s  m o d u la t i o n  o f  
enzym e a c t i v i t y  b y  t r i s u l f i d e s ,  may b e  s i g n i f i c a n t  f o r  i n  
v i v o  r e g u l a t i o n  o f  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  ( 7 1 ) .  I n  
p a r t i c u l a r ,  m o d u la t io n  b y  ATP a n d  t r i s u l f i d e s  may r e g u l a t e  
a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y  i n  r e s p o n s e  t o  
e n v i r o n n m e n ta l  c h a n g e s  b y  l i n k a g e  t o  t h e  r e s p i r a t o r y  a n d  
p h o t o s y n t h e t i c  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n s  ( 7 1 ) .  I n h i b i t i o n  
o f  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  b y  h e m in  a n d  m a g n e s iu m - 
p r o t o p o r p h y r i n  w as r a t i o n a l i z e d  b y  L a s c e l l e s  a s  b e i n gt
s u g g e s t i v e  o f  n e g a t i v e - f e e d b a c k  r e g u l a t i o n  b y  e n d p r o d u c t s  
( 1 5 ) .  L a s c e l l e s  p r o p o s e d  a  m o d e l f o r  r e g u l a t i o n  o f  
t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  b a s e d  p r i m a r i l y  on  o b s e r v a t i o n s
o b t a i n e d  w i t h  w i l d - t y p e  a n d  m u ta n t  s t r a i n s  o f  g .  
s p h a e r o i d e s  ( 7 2 ) .  H e r  m o d e l s u g g e s t s  t h a t  c o m p e t i t i o n  
e x i s t s  b e tw e e n  t h e  i r o n  a n d  m ag n es iu m  b r a n c h e s  f o r  
p r o t o p o r p h y r i n .  I n h i b i t i o n  o f  t h e  m ag n es iu m  b r a n c h  d i r e c t s  
t h e  p r o t o p o r p h y r i n  m o le c u le  t o  t h e  i r o n  b r a n c h ,  r e s u l t i n g  
i n  a n  i n c r e a s e  i n  i n t r a c e l l u l a r  hem e c o n c e n t r a t i o n ,  w h ic h  
t h e n  r e a c h e s  a  c r i t i c a l  l e v e l  c a p a b l e  o f  i n h i b i t i n g  
a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l ,  t h e  m a jo r  e n d p r o d u c t ,  h a s  n o t  b e e n  
show n  t o  i n h i b i t  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  ( 7 2 ) .
P o r p h o b i l i n o g e n  i s  fo rm e d  b y  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  tw o  
m o l e c u l e s  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  w i t h  t h e  l o s s  o f  2 m o le c u le s  
o f  w a t e r .  T h i s  r e a c t i o n  i s  c a t a l y z e d  b y  p o r p h o b i l i n o g e n  
s y n t h a s e ,  w h ic h  i s  t h e  enzym e e n c o d e d  b y  t h e  hemB g e n e .  
P o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e  i s  a  s o l u b l e  en zy m e t h a t  h a s  b e e n  
d e t e c t e d  i n  p l a n t s , a n i m a l s , a n d  b a c t e r i a  ( 8 9 ) .  
P o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e  p u r i f i e d  f ro m  g .  s p h a e r o i d e s  w as 
show n  t o  b e  s t i m u l a t e d  b y  a  v a r i e t y  o f  m e t a l l i c  c a t i o n s  
( 8 7 ) .  W ith o u t  t h e  a d d i t i o n  o f  c a t i o n s ,  v e r y  l i t t l e  enzym e 
a c t i v i t y  c a n  b e  d e t e c t e d .  I t  w as a l s o  show n t h a t  t h e  
p o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e  o f  g .  s p h a e r o i d e s  e x i s t s  a s  a  
h e x a m e r  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 4 0 ,0 0 0  d a l t o n s .  T he 
p o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e  o f  g .  c a p s u l a t u s  w as p u r i f i e d  4 0 0 -  
f o l d  a n d  show n t o  e x i s t  a s  a  h e x a m e r  o f  a p p r o x i m a t e l y  t h e  
sam e m o l e c u l a r  w e ig h t  ( 8 8 ) .  H o w ev e r, u n l i k e  t h e  g .
s p h a e r o i d e s  e n zy m e , t h e  g .  c a p s u l a t u s  p o r p h o b i l i n o g e n  
s y n t h a s e  i s  a c t i v e  w i t h o u t  t h e  a d d i t i o n  o f  m e t a l l i c  
c a t i o n s .  T h e  p o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e s  f ro m  s e v e r a l  
e u k a r y o t i c  o r g a n is m s  a r e  a l s o  a c t i v e  w i t h o u t  t h e  a d d i t i o n  
o f  m e t a l l i c  c a t i o n s  ( 6 0 ) .  T he tw o  e n zy m e s  a l s o  d i f f e r  i n  
t h e i r  r e s p o n s e  t o  t h i o l  co m p o u n d s  a n d  p r o to h e m e .  T he 
p o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e  f ro m  R . s p h a e r o i d e s  r e q u i r e s  t h i o l  
co m p o u n d s f o r  a c t i v i t y  w h e r e a s  t h e  p o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e  
f ro m  R . c a p s u l a t u s  i s  l e s s  r e s p o n s i v e  t o  t h i o l s .  T h e  R . 
c a p s u l a t u s  enzym e i s  a l s o  r e l a t i v e l y  i n s e n s i t i v e  t o  
i n h i b i t i o n  b y  p r o to h e m e  (9% i n h i b i t i o n  a t  50 |iM ), w h e r e a s  
t h e  R . s p h a e r o i d e s  enzym e i s  96% i n h i b i t e d  a t  16 jiM 
p r o to h e m e .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  may r e f l e c t  c o m p l e t e l y  
d i f f e r e n t  m e c h a n ism s  f o r  r e g u l a t i o n  o f  t e t r a p y r r o l e  
b i o s y n t h e s i s  i n  tw o  v e r y  c l o s e l y  r e l a t e d  p h o t o s y n t h e t i c  
b a c t e r i a .  I t  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  p o r p h o b i l i n o g e n  
s y n t h a s e  a c t i v i t y  i s  lo w e r  i n  c u l t u r e s  o f  R . s p h a e r o i d e s  
g ro w n  u n d e r  a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  s t e p  
o f  t h e  p a th w a y  i s  a l s o  r e g u l a t e d  b y  o x y g e n  t e n s i o n  ( 1 1 5 ) .  
R e c e n t l y ,  t h e  hemB g e n e  w as c l o n e d  f ro m  R . c o l i  ( 7 8 ) .  The 
a u t h o r s  p r e s e n t e d  e v i d e n c e . t o  s u g g e s t  a  r o l e  f o r  
p o r p h o b i l i n o g e n  i n  c o n t r o l l i n g  p o r p h o b i l i n o g e n  d e a m in a s e  
a c t i v i t y ,  t h e  n e x t  e n z y m ic  s t e p  i n  t h e  p a th w a y  w h ic h  l e a d s  
t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I .
T he f i r s t  t e t r a p y r r o l e ,  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I ,  i s  fo rm e d  
b y  t h e  c o n d e n s a t i o n  a n d  c y c l i 2a t i o n  o f  f o u r  m o le c u le s  o f  
p o r p h o b i l i n o g e n .  T h i s  r e a c t i o n  r e q u i r e s  t h e  c o o p e r a t i v e  
a c t i o n  o f  tw o  e n z y m e s , p o r p h o b i l i n o g e n  d e a m in a s e  a n d  
u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  c o s y n t h a s e .  P o r p h o b i l i n o g e n  d e a m in a s e  
i s  t h e  g e n e  p r o d u c t  o f  t h e  hemC g e n e  a n d  u r o p o r p h y r in o g e n  
I I I  c o s y n t h a s e  i s  e n c o d e d  b y  t h e  hemD g e n e  ( 1 0 9 ) .  T he r o l e  
o f  p o r p h o b i l i n o g e n  d e a m in a s e  i s  t o  j o i n  t h e  f o u r  
p o r p h o b i l i n o g e n  m o le c u le s  t o g e t h e r  t o  fo rm  a  l i n e a r  
i n t e r m e d i a t e ,  h y d r o x y m e th y lb i l a n e  o r  p r e u r o p o r p h y r i n o g e n ,  
t h a t  p r e s u m a b ly  i s  r e l e a s e d  f ro m  t h e  enzym e a n d  s e r v e s  a s  
t h e  s u b s t r a t e  f o r  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  c o s y n t h a s e  ( 4 6 ) .  
U r o p o r p h y r in o g e n  I I I  c o s y n t h a s e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
c y c l i z a t i o n  r e a c t i o n  w h ic h  r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  
u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  m o le c u le  ( 4 6 ) .  W i th o u t  t h e  p r e s e n c e  
o f  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  c o s y n t h a s e ,  p o r p h o b i l i n o g e n  i s  
c o n v e r t e d  t o  t h e  n o n p h y s i o l o g i c a l  i s o m e r ,  u r o p o r p h y r in o g e n  
I .  T h i s  r e a c t i o n  w as f i r s t  d e m o n s t r a t e d  i n  e x t r a c t s  fro m  
C h l o r e l l a  i n  w h ic h  i t  w as show n t h a t  a  s e c o n d  h e a t -  
s e n s i t i v e  enzym e w as r e q u i r e d  f o r  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  
s y n t h e s i s  ( 1 1 ) .  B o th  e n zy m e s  h a v e  b e e n  p u r i f i e d  f ro m  a  
n u m b e r o f  s o u r c e s ,  i n c l u d i n g  p a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  f ro m  B- 
s p h a e r o i d e s  ( 1 0 , 4 7 ) .  T he  i s o l a t e d  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  
c o s y n t h a s e  f ro m  B* s p h a e r o i d e s  c a n n o t  fo rm  u r o p o r p h y r in o g e n  
I I I  f ro m  p o r p h o b i l i n o g e n  a n d  i s  n o t  a b l e  t o  c o n v e r t  
u r o p o r p h y r in o g e n  I  t o  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I .  W ork b y
B o g o ra d  (9 6 )  s u g g e s t e d  t h a t  t e t r a p y r r o l e s  m ig h t  b e  fo rm e d  
fro m  p o r p h o b i l i n o g e n  b y  s e q u e n t i a l  a d d i t i o n  o f  
p o r p h o b i l i n o g e n  m o le c u le s  t o  a  g ro w in g  c h a i n  o f  
p o l y p y r r o l e s .  F ry d m an  f i t  s i .  s y n t h e s i z e d  a n d  t e s t e d  
p o t e n t i a l  i n t e r m e d i a t e s  o f  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  s y n t h e s i s  
a n d  c o n c lu d e d  t h a t  t h e  tw o  e n zy m e s  i n v o l v e d  a t  t h i s  s t e p  
a r e  a s s o c i a t e d  i n  a  p r o t e i n  c o m p le x  ( 3 5 , 3 6 ) .  T h i s  w as 
f u r t h e r  v e r i f i e d  b y  H ig u c h i  a n d  B o g o ra d  ( 4 8 ) .  T he 
p r o p e r t i e s  o f  a  7 0 0 - f o l d  p u r i f i e d  p o r p h o b i l i n o g e n  d e a m in a s e  
f ro m  E* s p h a e r o i d e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  enzym e e x i s t s  a s  
a  s i n g l e  p o l y p e p t i d e  c h a i n  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  
3 6 ,0 0 0  d a l t o n s  ( 6 1 ) .  T he i n v e s t i g a t o r s  s p e c u l a t e d  t h a t  
p o r p h o b i l i n o g e n  d e a m in a s e  c o n t a i n s  a  s i n g l e  c a t a l y t i c  s i t e  
t h a t  i s  u s e d  f o u r  t i m e s  d u r i n g  s y n t h e s i s  o f  t h e  
u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  m o l e c u l e .  T h i s  enzym e w as a l s o  show n 
t o  b e  s e n s i t i v e  t o  t h i o l  g r o u p s .  B o th  t h e  hemC a n d  heroD 
g e n e s  w e re  r e c e n t l y  c l o n e d  f ro m  E - c o l i  ( 1 0 9 ,1 2 4 ) .
S a s a rm a n  f i t  s i .  (1 0 9 )  p r o p o s e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a n  o p e r o n  
c o n s i s t i n g  o f  t h e  hemC a n d  heroD g e n e s ,  w h ic h  h e  d e s i g n a t e d  
t h e  U ro  o p e r o n .  T h ey  h a v e  s i n c e  show n t h a t  i n  £ .  c o l i . t h e  
hemD g e n e  i s  t r a n s c r i b e d  f ro m  t h e  sam e p r o m o te r  a s  hem C , 
w i t h  hemC t r a n s c r i b e d  f i r s t  ( 1 0 9 ) .  S a s a rm a n  s p e c u l a t e d  
t h a t  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e  U ro  o p e r o n  may r e s u l t  f ro m  a  n e e d  
f o r  t h e  c o o r d i n a t e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  hemC a n d  heroD g e n e s  t o  
a v o i d  t h e  a c c u m u la t io n  o f  p o r p h y r i n s  ( 1 0 9 ) .
T h e  n e x t  s t e p  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  p a th w a y ,  t h e  
c o n v e r s i o n  o f  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  t o  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  
I I I ,  i s  c a t a l y z e d  b y  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  d e c a r b o x y l a s e .  
T h i s  enzym e i s  e n c o d e d  b y  t h e  hemE g e n e .  F o u r  m o le c u le s  o f  
c a r b o n  d i o x i d e  a r e  re m o v e d  f ro m  t h e  c a r b o x y l  g r o u p s  o f  t h e  
a c e t i c  a c i d  s i d e c h a i n s  o f  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  ( 6 0 ) .  
M a u z e r e l l  a n d  G r a n ic k  (8 3 )  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  
u r o p o r p h y r in o g e n  d e c a r b o x y l a s e  f ro m  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e s  
a n d  i d e n t i f i e d  i n t e r m e d i a t e  p o r p h y r in o g e n s  w i t h  s e v e n ,  s i x ,  
o r  f i v e  c a r b o x y l i c  a c i d  g r o u p s  a n d  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  
enzym e a c t s  b y  re m o v in g  c a r b o n  d i o x i d e  i n  a  s e q u e n t i a l  
m a n n e r .  U r o p o r p h y r in o g e n  d e c a r b o x y l a s e  w as p a r t i a l l y  
p u r i f i e d  fro m  R . s p h a e r o i d e s  a n d  w as show n t o  h a v e  s i m i l a r  
p r o p e r t i e s ,  s u p p o r t e d  b y  c h r o m a to g r a p h ic  e v i d e n c e  o f  
i n t e r m e d i a t e  p o r p h y r i n o g e n s  w i t h  s e v e n ,  s i x ,  o r  f i v e  
c a r b o x y l i c  a c i d  g r o u p s  ( 4 9 ) .  G a r c i a  a n d  c o w o r k e r s  (3 7 )  
o b t a i n e d  e v id e n c e  u s i n g  p u r i f i e d  a v i a n  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  
d e c a r b o x y l a s e  t h a t  s u g g e s t e d  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  f i r s t  
c a r b o x y l  g ro u p  p r o c e e d s  m o re  r e a d i l y  t h a n  t h e  e l i m i n a t i o n  
o f  t h e  o t h e r  t h r e e  g r o u p s .  S e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  
r e p o r t e d  t h a t  t h e  r e m o v a l  o f  c a r b o x y l  g r o u p s  i n  m am m alian  
s y s te m s  p r o b a b l y  o c c u r s  i n  t h e  o r d e r  o f  r i n g  D f i r s t ,  
f o l l o w e d  b y  r i n g  A , a n d  t h e n  r i n g s  B a n d  C ( 5 7 ) .  T he 
a c t u a l  m e ch a n ism  o f  t h i s  e n z y m a t i c  s t e p  h a s  n o t  b e e n  
e l u c i d a t e d .  T he  hemE g e n e  h a s  n o t  b e e n  c l o n e d  f ro m  R . c o l i  
b u t  t h e  hum an hemE g e n e  w as r e c e n t l y  c l o n e d  ( 1 0 4 ) .
F o r m a t io n  o f  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX fro m  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  i s  c a t a l y z e d  b y  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  
I I I  o x i d a s e ,  e n c o d e d  b y  t h e  hemF g e n e .  T he  r e a c t i o n  
i n v o l v e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  tw o  v i n y l  g r o u p s  f ro m  tw o  
p r o p i o n i c  a c i d  s i d e c h a i n s  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I ,  
r e s u l t i n g  i n  t h e  l o s s  o f  tw o  c a r b o n  d i o x i d e  m o le c u le s  a n d  
tw o  h y d r o g e n s .  S an o  a n d  G r a n ic k  d e t e r m in e d  t h a t  t h e  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  p r e s e n t  i n  a e r o b i c  o r g a n is m s  h a s  
an  a b s o l u t e  r e q u i r e m e n t  f o r  m o l e c u l a r  o x y g e n  ( 1 0 7 ) .
E v id e n c e  f o r  a  s e q u e n t i a l  r e a c t i o n  w as s u p p o r t e d  b y  t h e  
d e t e c t i o n  o f  a n  i n t e r m e d i a t e  t e t r a p y r r o l e  w i t h  o n e  v i n y l  
g r o u p  a n d  t h r e e  c a r b o x y l i c  a c i d  g r o u p s  ( 9 7 , 1 0 7 ) .  V a r io u s  
s u b s t r a t e s  w e re  s y n t h e s i z e d  a n d  t e s t e d  f o r  t h e  l i v e r  
m i t o c h o n d r i a l  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  o x i d a s e  enzym e ( 1 0 6 ) .  
P r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX w as fo rm e d  fro m  B - h y d r o x y p r o p io n ic  
a c i d  d e u t e r o p o r p h y r i n o g e n  IX e v e n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  o x y g e n . 
T h i s  l e d  S an o  t o  p r o p o s e  t h a t  o x y g e n  c a u s e s  a  B - o x i d a t i o n  
o f  t h e  p r o p i o n i c  a c i d  s i d e c h a i n ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  r e m o v a l  
o f  t h e  h y d ro g e n  a n d  s u b s e q u e n t  d e c a r b o x y l a t i o n .  B a t t e r s b y  
e t  a l . ( 3 )  r e p o r t e d  r e s u l t s  f ro m  i s o t o p e  l a b e l l i n g  
e x p e r i m e n t s  o f  p o r p h o b i l i n o g e n  t h a t  s u p p o r t e d  t h i s  
m e c h a n ism  u s i n g  c r u d e  e x t r a c t s  f ro m  E u g le n a  g r a c i l u s . 
S e v e r a l  l a b s  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  2 -  
p r o p i o n i c  a c i d  s i d e - c h a i n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  i s  
c o n v e r t e d  t o  t h e  v i n y l  g r o u p  b e f o r e  t h e  4 - p r o p i o n i c  a c i d  
g ro u p  i s  m o d i f i e d  ( 1 9 , 5 1 ) .
S in c e  t h e  m e c h a n ism  p r o p o s e d  b y  S an o  r e q u i r e s  m o l e c u l a r  
o x y g e n ,  t h i s  s u g g e s t e d  a n  a l t e r n a t i v e  m e ch a n ism  m u s t  b e  
o p e r a t i n g  f o r  t h e  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  o x i d a s e  s t e p  i n  
m ic r o o r g a n i s m s  c a p a b l e  o f  g ro w in g  u n d e r  a n a e r o b i c  
c o n d i t i o n s .  A n a e r o b ic  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  o x i d a s e  w as 
f i r s t  r e p o r t e d  i n  a  s p e c i e s  o f  P se u d o m o n as  (3 1 )  a n d  w as 
l a t e r  d e m o n s t r a t e d  w i t h  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  f ro m  
a n a e r o b i c a l l y  g ro w n  R . s p h a e r o i d e s  ( 1 2 0 ) .  C ru d e  e x t r a c t s  
c a t a l y z e d  t h e  c o n v e r s i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  t o  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX u n d e r  b o t h  a e r o i c  a n d  a n a e r o b i c  
r e a c t i o n  c o n d i t i o n s .  A n a e r o b ic  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  
o x i d a s e  a c t i v i t y  w as d e t e c t a b l e  o n l y  w hen S - a d e n o s y l -  
m e t h i o n i n e  w as a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n ,  a l t h o u g h  S - a d e n o s y l -  
m e t h i o n i n e  i s  n o t  a c t i n g  a s  a  m e t h y l a t i n g  a g e n t  ( 1 2 1 ) .  
A d d i t i o n  o f  m e t h i o n i n e ,  ATP a n d  m a g n es iu m  i o n s  t o  c r u d e  
e x t r a c t s  c a n  r e p l a c e  t h i s  r e q u i r e m e n t  ( 1 2 1 ) .  T h i s  s u g g e s t s  
t h a t  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  i s  t h e  a c t u a l  c o f a c t o r  a n d  t h a t  
m e t h i o n i n e  i s  b e i n g  c o n v e r t e d  e n z y m i c a l l y  i n t o  S -  
a d e n o s y l m e t h i o n i n e .  T a i t  (1 2 1 )  a l s o  p r o v i d e d  e v i d e n c e  f o r  
t h e  in v o lv e m e n t  o f  n i c o t i n a m i d e  n u c l e o t i d e s  a n d  p o s s i b l y  a 
r o l e  f o r  a  f l a v o p r o t e i n  a n d  i r o n  i n  t h e  a n a e r o b i c  r e a c t i o n .  
T he a e r o b i c  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  o x i d a s e  a c t i v i t y  p r e s e n t  
i n  c r u d e  e x t r a c t s  o f  R . s p h a e r o i d e s  d o e s  n o t  r e q u i r e  
a d d i t i o n  o f  t h e s e  c o f a c t o r s .  A f t e r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  
t h e  a e r o b i c  a c t i v i t y  c o u l d  b e  l o c a l i z e d  t o  t h e  s u p e r n a t e n t  
f r a c t i o n ;  h o w e v e r ,  t h e  a n a e r o b i c  a c t i v i t y  r e q u i r e d  b o t h  t h e
p e l l e t  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s ,  e v e n  th o u g h  t h e  
r e a c t i o n  a l s o  c o n t a i n e d  S - a d e n o s y lm e t h io n in e  a s  w e l l  a s  
NADH a n d  NADP+ ( 1 2 1 ) .  A 6 0 - f o l d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  
a e r o b i c  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  o x i d a s e  w as o b t a i n e d ,  
r e s u l t i n g  i n  o n l y  a  14% r e c o v e r y  o f  a c t i v i t y ,  a n d  t h e  
m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  t h e  enzym e w as e s t i m a t e d  a t  4 4 ,0 0 0  
( 1 2 1 ) .  T a i t  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  h y d ro g e n  t h a t  i s  rem o v ed  
fro m  t h e  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  m o le c u le  i s  a c c e p t e d  b y  a  
c o m p o n e n t o f  t h e  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n  w h e re  i t  i s  f i r s t  
t r a n s f e r r e d  t o  a  f l a v o p r o t e i n  a n d  t h e n  t o  a  n i c o t i n a m i d e  
n u c l e o t i d e .  M ore r e c e n t l y ,  t h e s e  r e s u l t s  w e re  v e r i f i e d  
w i t h  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  f ro m  £ .  s p h a e r o i d e s  a n d  e x te n d e d  
u s i n g  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  p o r p h o b i l i n o g e n  a s  a  s u b s t r a t e  
t o  s t u d y  t h e  s t e r e o c h e m i s t r y  o f  b o t h  t h e  a e r o b i c  a n d  
a n a e r o b i c  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  o x i d a s e  a c t i v i t i e s  ( 1 1 3 ) .  
T he  r e s u l t s  o b t a i n e d  f ro m  t h e s e  e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  b o th  t h e  a e r o b i c  a n d  a n a e r o b i c  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  
o x i d a s e s  f ro m  E - s p h a e r o i d e s  fo rm e d  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX 
b y  a  m e ch a n ism  s i m i l a r  t o  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  o x i d a s e s  
s t u d i e d  i n  o t h e r  s y s te m s  ( 6 0 ) .
T he l a s t  s t e p  i n  t h e  common t e t r a p y r r o l e  p a th w a y ,  t h e  
o x i d a t i o n  o f  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX t o  p r o t o p o r p h y r i n  IX , i s  
c a t a l y z e d  b y  t h e  m e m b ra n e -b o u n d  e n z y m e , p r o to p o r p h y r i n o g e n  
IX  o x i d a s e .  T h i s  s t e p  i n v o l v e s  t h e  r e m o v a l  o f  s i x  
h y d r o g e n s  f ro m  t h e  p o r p h y r in o g e n  r i n g  a n d  h a s  b e e n  s t u d i e d
i n  m a m m a lia n , y e a s t ,  b a c t e r i a l  a n d  p l a n t  c e l l s  
( 5 4 , 5 9 , 1 0 1 , 1 0 2 ) .  P r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  IX  i s  e n c o d e d  
b y  t h e  hemG g e n e  a n d  i t s  l o c a t i o n  o n  t h e  f i .  c o l i  ch rom osom e 
h a s  b e e n  d e t e r m in e d  ( 1 0 8 ) .  P r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  IX 
w as s o l u b i l i z e d  a n d  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  f ro m  m i t o c h o n d r i a l  
m em b ran es  o f  S a c c h a ro m v c e s  c e r e v i s i a e  a n d  w as show n t o  
r e q u i r e  m o l e c u l a r  o x y g e n  a s  a  h y d r o g e n  a c c e p t o r  ( 1 0 2 ) .
T h i s  a e r o b i c  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  enzym e i s  s p e c i f i c  
f o r  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX  a s  a  s u b s t r a t e  a n d  c a n n o t  c o n v e r t  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  t o  p r o t o p o r p h y r i n  IX . T he m o l e c u l a r  
w e ig h t  o f  t h e  y e a s t  enzym e w as d e t e r m i n e d  t o  b e  
a p p r o x i m a t e l y  1 8 0 ,0 0 0 ,  a n d  w as show n t o  b e  s e n s i t i v e  t o  
i n h i b i t i o n  b y  h e m in  (50% i n h i b i t i o n  a t  20 |jlM) .
T he a n a e r o b i c  o x i d a t i o n  o f  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX t o  
p r o t o p o r p h y r i n  IX w as f i r s t  d e m o n s t r a t e d  w i t h  t h e  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX  o x i d a s e  f ro m  E . c o l i  ( 5 4 ) .  J a c o b s  
a n d  J a c o b s  w e re  t h e  f i r s t  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  a n  a l t e r n a t e  
e l e c t r o n  a c c e p t o r ,  f u r a a r a t e ,  c o u l d  r e p l a c e  o x y g e n  a s  a  
p h y s i o l o g i c a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r  f o r  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX 
o x i d a s e .  T h i s  w as a c c o m p l i s h e d  b y  u s i n g  e x t r a c t s  o f  E* 
c o l i  g ro w n  a n a e r o b i c a l l y  w i t h  f u m a r a t e  a s  e l e c t r o n  a c c e p t o r  
( 5 4 ) .  N i t r a t e  w as a l s o  show n t o  s e r v e  a s  a n  a l t e r n a t e  
e l e c t r o n  a c c e p t o r ,  a l t h o u g h  n o t  a s  e f f i c i e n t l y  a s  f u m a r a t e  
( 5 3 ) .  T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  a n a e r o b i c  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX o x i d a s e  may b e  c o u p le d  t o  a  m em ber o f  
t h e  a n a e r o b i c  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n ,  a  q u in o n e .
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  e x t r a c t s  o f  
a n a e r o b i c a l l y - g r o w n  £ .  c o l i  i s  i n h i b i t e d  90% b y  2 - h e p t y l - 4 -  
h y d r o x y q u i n o l i n e - N - o x i d e ,  a  q u in o n e  i n h i b i t o r .  T h i s  
i n h i b i t o r  w as a l s o  show n t o  b e  a n  e f f e c t i v e  i n h i b i t o r  o f  
a e r o b i c  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  n e a r  t h e  l e v e l  o f  c y to c h r o m e  h 
i n  m i t o c h o n d r i a  a n d  i n  £ .  c o l i  ( 5 5 ) .  S t u d i e s  o f  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  q u i n o n e - d e f i c i e n t  J3. 
c o l i  s t r a i n s  i n d i c a t e d  t h a t  a  m e n a q u in o n e  a c t s  a s  t h e  
s p e c i f i c  h y d ro g e n  c a r r i e r  ( 5 6 ) ,  w i t h  f u m a r a t e  a c t i n g  a s  t h e  
f i n a l  h y d ro g e n  a c c e p t o r  ( 5 4 ) .  A e r o b ic  p r o to p o r p h y r i n o g e n  
IX o x i d a s e  a c t i v i t y  w as show n t o  b e  s e n s i t i v e  t o  
r e s p i r a t o r y  s u b s t r a t e s ,  s u c h  a s  NADH ( 5 7 ) .  J a c o b s  e £  a l .  
( 5 8 )  d e m o n s t r a t e d  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX  o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  
E . s p h a e r o i d e s  g ro w n  u n d e r  b o t h  p h o t o s y n t h e t i c  g ro w th  
c o n d i t i o n s  a n d  a e r o b i c  g r o w th  c o n d i t i o n s .
P r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX o x i d a s e  a c t i v i t y  i s  l o c a t e d  i n  t h e  
m em brane f r a c t i o n  f o r  b o t h  t h e  a e r o b i c  a n d  a n a e r o b i c  
e n z y m a t ic  a c t i v i t i e s .  L ik e  t h e  E . c o l i  e n zy m e , t h e  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a t i o n  o f  E - s p h a e r o i d e s  i s  c o u p le d  
t o  t h e  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  s y s te m  a s  show n  b y  s t r o n g  
i n h i b i t i o n  o f  enzym e a c t i v i t y  w i t h  c y a n i d e  a n d  a z i d e  ( 5 8 ) .  
E x t r a c t i o n  o f  q u in o n e s  r e s u l t s  i n  80% i n h i b i t i o n  o f  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  a c t i v i t y ,  a l t h o u g h  a d d i t i o n  o f  
2 - h e p t y l - 4 - h y d r o x y q u i n o l i n e - N - o x i d e  d o e s  n o t  c a u s e  
a p p r e c i a b l e  i n h i b i t i o n  ( 5 8 ) .  A d d i t i o n  o f  r e s p i r a t o r y  
s u b s t r a t e s  t o  t h e  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  a s s a y  a l s o
r e s u l t s  i n  a  d e c r e a s e  i n  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  
a c t i v i t y  ( 5 8 ) .  T h e s e  r e s u l t s  l e d  t h e s e  i n v e s t i g a t o r s  t o  
p r o p o s e  t h a t  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  e n t e r e d  t h e  e l e c t r o n  
t r a n s p o r t  c h a i n  p o s s i b l y  a t  a  q u in o n e  o r  c y to c h r o m e ,  
r e s u l t i n g  i n  i t s  o x i d a t i o n  s i m i l a r  t o  a  r e s p i r a t o r y  
s u b s t r a t e  s u c h  a s  s u c c i n a t e .  When fi* s p h a e r o i d e s  i s  g row n  
a e r o b i c a l l y ,  t h e  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  a c t i v i t y  
p r e s e n t  i n  e x t r a c t s  i s  a p p r o x i m a t e l y  h a l f  t h e  a c t i v i t y  
e x h i b i t e d  i n  e x t r a c t s  f ro m  B* s p h a e r o i d e s  g ro w n  
p h o t o s y n t h e t i c a l l y ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  t o t a l  a c t i v i t y  o f  
t h i s  enzym e i s  a l s o  a f f e c t e d  b y  o x y g e n  t e n s i o n  ( 5 8 ) .  I n  B- 
c a p s u l a t u s . t h e r e  e x i s t s  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  e l e c t r o n s  
f ro m  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  a r e  a l s o  p a s s e d  down a n  e l e c t r o n  
t r a n s p o r t  c h a i n  b u t  u n l i k e  B* s p h a e r o i d e s , 
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX  o x i d a s e  a c t i v i t y  i s  s t r o n g l y  
i n h i b i t e d  b y  2 - h e p t y l - 4 - h y d r o x y q u i n o l i n e - N - o x i d e  a n d  i s  n o t  
i n h i b i t e d  b y  c y a n id e  o r  a z i d e  ( R . D.  C a r d in  a n d  A . J .  B i e l ,  
u n p u b i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  C ru d e  e x t r a c t s  a n d  p a r t i a l l y  
p u r i f i e d  m em b ran es  w e re  b o t h  a b l e  t o  o x i d i z e  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  a n a e r o b i c a l l y ,  i n d i c a t i n g  t h a t  m o l e c u l a r  
o x y g e n  i s  n o t  a n  o b l i g a t e  e l e c t r o n  a c c e p t o r ,  a n d  l i k e  t h e
B . s p h a e r o i d e s  e n z y m e , s y n t h e s i s  o f  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  i s  
r e g u l a t e d  b y  o x y g e n  t e n s i o n  ( 5 8 ) .  A t t e m p ts  t o  p u r i f y  t h e  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  IX  o x i d a s e  fro m  B- s p h a e r o i d e s  a n d  £ .  
c o l i  h a v e  b e e n  u n s u c c e s s f u l  ( 5 4 , 5 8 ) .  R e c e n t l y ,  t h e  
p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  f ro m  t h e
s t r i c t  a n a e r o b e ,  D e s u l f o v i b r i o  q j q a s . w as  r e p o r t e d  ( 6 3 ) .
T he enzy m e i s  m e m b ra n e -b o u n d , h a s  a  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  
1 4 8 ,0 0 0 ,  a n d  i s  c o m p o se d  o f  t h r e e  p r o t e i n s  l i n k e d  b y  
s u l f h y d r y l  b o n d s  t o  fo rm  a  h e x a m e r .  T h e  p r o to p o r p h y r i n o g e n  
o x i d a s e  c o u l d  d o n a te  e l e c t r o n s  t o  2 , 6 - d i c h l o r o p h e n o l -  
i n d o p h e n o l  b u t  n o t  t o  p h y s i o l o g i c a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r s  s u c h  
a s  NAD+, NADP+, FAD++, o r  FMN. The n a t u r a l  p h y s i o l o g i c a l  
e l e c t r o n  a c c e p t o r  o f  t h e  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  f ro m  £>. 
g j g a s  h a s  n o t  b e e n  d e t e r m i n e d .  A b se n c e  o f  a e r o b i c  a c t i v i t y  
o f  t h i s  enzym e s u g g e s t s  t h e  p r e s e n c e  o f  a  d i f f e r e n t  t y p e  o f  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  i n  o b l i g a t e  a n a e r o b e s .  A m o d e l 
f o r  e u k a r y o t i c  s y s te m s  w as r e c e n t l y  p r o p o s e d  f o r  t h e  
e x i s t e n c e  o f  a n  enzym e c o m p le x  c o n s i s t i n g  o f  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  o x i d a s e ,  p r o to p o r p h y r i n o g e n  IX  
o x i d a s e ,  a n d  f e r r o c h e l a t a s e ,  t h e  t h r e e  t e r m i n a l  e n z y m e s  o f  
t h e  t e t r a p y r r o l e  p a th w a y .  T h e  a u t h o r s  s p e c u l a t e d  t h a t  s u c h  
a n  enzym e c o m p le x  w o u ld  a l l o w  t e t r a p y r r o l e  i n t e r m e d i a t e s  t o  
b e  c h a n n e l l e d  w i t h o u t  d e t e c t a b l e  a c c u m u la t io n  ( 2 6 ) .
W h e th e r  s u c h  a n  enzym e c o m p le x  e x i s t s  i n  p r o k a r y o t i c  
s y s te m s  r e m a in s  t o  b e  d e t e r m i n e d .
A t t h i s  p o i n t ,  i n s e r t i o n  o f  i r o n  i n t o  t h e  
p r o t o p o r p h y r i n  IX  r i n g  b y  t h e  enzym e f e r r o c h e l a t a s e ,  
e n c o d e d  b y  t h e  hemH g e n e ,  r e s u l t s  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  
p r o to h e m e ,  o r  a l t e r n a t i v e l y ,  i n s e r t i o n  o f  m ag n es iu m  i n t o  
t h e  p r o t o p o r p h y r i n  IX  r i n g  b y  t h e  m a g n es iu m  c h e l a t a s e
enzym e l e a d s  u l t i m a t e l y  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l .  V e ry  l i t t l e  i s  know n a b o u t  t h e  
p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  e n z y m e s . F e r r o c h e l a t a s e  a c t i v i t y  w as 
d e m o n s t r a t e d  i n  m em brane f r a c t i o n s  o f  g .  s p h a e r o i d e s . 
I n c o r p o r a t i o n  o f  i r o n  o c c u r r e d  b u t  i n c o r p o r a t i o n  o f  
m a g n es iu m  w as n o t  d e t e c t e d  ( 9 8 ) .  H o w ev e r, w h o le  c e l l s  o f  
E* s p h a e r o i d e s  w e re  a b l e  t o  i n c o r p o r a t e  m ag n es iu m  i n t o  
p r o t o p o r p h y r i n  b u t  t h i s  a b i l i t y  w as l o s t  b y  d i s r u p t i o n  o f  
c e l l s  ( 4 2 ) .  L a s c e l l e s  h a s  p r o p o s e d  t h a t  t h e s e  tw o  en zy m es  
p l a y  a  c e n t r a l  r o l e  i n  d e t e r m i n i n g  w h ic h  t e t r a p y r r o l e s  a r e  
s y n t h e s i z e d  b y  c o m p e t in g  f o r  t h e  p r o t o p o r p h y r i n  IX m o le c u le  
( 7 1 ) ,  a n d  s p e c u l a t e d  t h a t  p e r h a p s  t h e  m a g n es iu m  c h e l a t a s e  
may h a v e  a  h i g h e r  a f f i n i t y  f o r  p r o t o p o r p h y r i n  t h a n  t h e  i r o n  
c h e l a t a s e .  H o w e v e r , d e t a i l s  c o n c e r n i n g  t h e  i n  v i v o  o r  i n  
v i t r o  a c t i v i t i e s  o f  t h e s e  tw o  k e y  e n zy m e s  h a v e  b e e n  e l u s i v e  
a n d  a w a i t  f u r t h e r  s t u d i e s .
I I .  F a c t o r s  t h a t  A f f e c t  T e t r a p y r r o l e  B i s y n t h e s i s .
S t u d i e s  on  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  
i n  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  h a v e  r e v o l v e d  a r o u n d  t h e  
e f f e c t s  o f  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  s u c h  a s  l i g h t  a n d  o x y g e n  
on  t h e  s y n t h e s i s  o f  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  a n d  c a r o t e n o i d s ,  a s  
w as f i r s t  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  la n d m a rk  w o rk  o f  C o h e n - B a z i r e  
e l  a l . ( 2 4 ) .  T h ey  e l e g a n t l y  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  f o r  t h e  
e x i s t e n c e  o f  a n  e f f i c i e n t  c o n t r o l  m e c h a n ism  f o r  t h e
r e g u l a t i o n  o f  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s .  T h i s  w as show n b y  
t h e  a b i l i t y  o f  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a ,  f i .  s p h a e r o i d e s  
a n d  R h o d o s p i r i l i u m  r u b r u m . t o  a d j u s t  t h e i r  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n s  i n  r e s p o n s e  t o  c h a n g e s  
i n  l i g h t  i n t e n s i t y  o r  o x y g e n  t e n s i o n  w i t h o u t  d i s r u p t i n g  t h e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  o t h e r  m in o r  t e t r a p y r r o l e  e n d p r o d u c t s .  
I t  w as show n t h a t  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  a c c u m u la t io n  i s  
h a l t e d  c o m p l e t e l y  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  h i g h  a e r a t i o n  o r  h ig h  
l i g h t  i n t e n s i t y ,  a l t h o u g h  g ro w th  c o n t i n u e s  u n a b a t e d  a n d  
s y n t h e s i s  o f  t h e  o t h e r  t e t r a p y r r o l e s  c o n t i n u e s  w i t h o u t  
a c c u m u la t io n  o f  t e t r a p y r r o l e  i n t e r m e d i a t e s .  C a r o t e n o i d  
p r o d u c t i o n  i s  a l s o  r e d u c e d  u n d e r  t h e s e  sam e c o n d i t i o n s .
T he l e v e l  o f  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  u n d e r  p h o t o s y n t h e t i c  
g r o w th  c o n d i t i o n s  h a s  b e e n  show n t o  r e a c h  a s  m uch a s  f i f t y  
t i m e s  t h e  l e v e l  o f  hem e ( 6 8 ) .  C u l t u r e s  o f  £ •  s p h a e r o i d e s  
g ro w n  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  c o n t a i n  f o r t y  t o  o n e  h u n d r e d  t i m e s  
m o re  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  a s  t h o s e  g ro w n  a e r o b i c a l l y  ( 7 3 ) .  
T he f a c t  t h a t  i n t e r m e d i a t e s  d o  n o t  a c c u m u la te  w hen c u l t u r e s  
a r e  s h i f t e d  f ro m  a n a e r o b i c ,  p h o t o s y n t h e t i c  g ro w th  
c o n d i t i o n s  t o  a e r o b i c ,  d a r k  g r o w th  c o n d i t i o n s  s u g g e s t s  a  
v e r y  p r e c i s e  c o n t r o l  m e c h a n ism  t h a t  r e s p o n d s  t o  
e n v i r o n m e n t a l  c u e s .  T h u s ,  i t  m ig h t  b e  p r e d i c t e d  t h a t  
f a i l u r e  i n  t h i s  c o n t r o l  m e c h a n ism  w o u ld  r e s u l t  i n  
a c c u m u la t io n  o f  t e t r a p y r r o l e  i n t e r m e d i a t e s .  T h i s  
p h en o m en o n  w as o r i g i n a l l y  o b s e r v e d  b y  v a n  N i e l  i n  1944
d u r i n g  i s o l a t i o n  o f  v a r i o u s  s t r a i n s  o f  t h e  p u r p l e  
n o n s u l f u r  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  ( 1 2 8 ) ,
B a c t e r i o c h l o r o p h y l l  l e v e l s  w e re  show n t o  v a r y  g r e a t l y  
w i t h  g r o w th  c o n d i t i o n s  w h i l e  hem e l e v e l s  r e m a in  r e l a t i v e l y  
c o n s t a n t  ( 6 8 , 7 3 ) .  T he h e m o p r o te in  c o n t e n t  o f  f i. 
s p h a e r o i d e s  c e l l s  g ro w n  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  w as show n t o  b e  
tw o  t o  t h r e e  t i m e s  h i g h e r  w hen c o m p a re d  t o  a e r o b i c a l l y  
g ro w n  c e l l s  ( 1 0 0 ) .  S i m i l a r l y ,  t h e  q u in o n e  c o n t e n t  o f  c e l l s  
i s  tw o  t o  f o u r  t i m e s  h i g h e r  i n  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  g ro w n  
b a c t e r i a  ( 1 0 0 ) .  H o w ev e r, hem e co m p o u n d s r e a c h  a  l e v e l  t h a t  
i s  o n ly  o n e  t o  f i v e  p e r c e n t  o f  t h e  am o u n t o f  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  t h a t  c a n  b e  fo rm e d  u n d e r  p h o t o s y n t h e t i c  
g r o w th  c o n d i t i o n s  ( 6 8 ) .  S in c e  t h e  d e c r e a s e  i n  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  l e v e l s  w as show n t o  b e  im m e d ia te ,  t h i s  
l e d  i n v e s t i g a t o r s  t o  p r o p o s e  a  r e g u l a t o r y  m e ch a n ism  a t  t h e  
l e v e l  o f  enzym e a c t i v i t y ,  w i t h  t h e  f o c u s  p o i n t i n g  t o  t h e  
f i r s t  s t e p  o f  t h e  p a th w a y ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  
b y  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e .  I t  w as show n t h a t  t h i s  s t e p  
i s  t h e  r a t e - l i m i t i n g  s t e p  f o r  t h e  e n t i r e  t e t r a p y r r o l e  
p a th w a y ,  s i n c e  a d d i t i o n  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  im m e d ia te ly  
r e s u l t s  i n  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  p o r p h o b i l i n o g e n  a n d  o t h e r  
t e t r a p y r r o l e s  ( 6 7 , 7 2 ) .  E a r l y  w o rk  b y  L a s c e l l e s  a l s o  
p r o v i d e d  e v i d e n c e  t o  s u p p o r t  a  m o d e l f o r  n e g a t i v e - f e e d b a c k  
i n h i b i t i o n  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y  b y  
i n t r a c e l l u l a r  l e v e l s  o f  hem e a n d  m a g n e s iu m - p r o to p o r p h y r in  
( 1 5 ) .  S h e  p r o p o s e d  t h a t  w hen p h o t o s y n t h e t i c a l l y  g ro w in g
c e l l s  a r e  s h i f t e d  t o  h i g h  a e r a t i o n ,  p r o t o p o r p h y r i n  
m o le c u le s  a r e  n o  l o n g e r  p a s s e d  down t h e  m ag n es iu m  b r a n c h .  
T h i s  r e s u l t s  i n  a  t r a n s i e n t  i n c r e a s e  i n  t h e  a v a i l a b l e  
p r o t o p o r p h y r i n  m o le c u le s  t h a t  c a n  b e  c o n v e r t e d  i n t o  h em e.
A p r e d i c t e d  c r i t i c a l  l e v e l  o f  hem e w o u ld  b e  r e a c h e d ,  
i n h i b i t i n g  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y  a n d  
e f f e c t i v e l y  d e c r e a s i n g  t h e  c a r b o n  f lo w  o v e r  t h e  common p a r t  
o f  t h e  p a th w a y .  T h i s  m o d e l p o i n t s  t o  a n o t h e r  k e y  e n z y m a t ic  
s t e p  f o r  r e g u l a t i o n ,  t h e  i n s e r t i o n  o f  m a g n es iu m  i n t o  t h e  
p r o t o p o r p h y r i n  m o le c u le .  R e s u l t s  w i t h  w h o le  c e l l s  o f  f i. 
s p h a e r o i d e s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c o u p l i n g  o f  m ag n es iu m  
i n s e r t i o n  a n d  m e t h y l a t i o n  t o  fo rm  m a g n es iu m  p r o t o p o r p h y r i n  
m o n o m e th y l e s t e r  i s  s e n s i t i v e  t o  o x y g e n  ( 4 2 ) .
W ith  t h e  a d v e n t  o f  m o l e c u l a r  b i o l o g y  a n d  t h e  
d e v e lo p m e n t  o f  g e n e t i c  t e c h n i q u e s  t h a t  c o u l d  b e  
s u c c e s s f u l l y  m a n i p u l a t e d  i n  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a ,  
p r i m a r i l y  E . c a p s u l a t u s . t h e  e f f e c t s  o f  o x y g e n  r e g u l a t i o n  
c o u l d  b e  s t u d i e d  a t  t h e  g e n e t i c  l e v e l .  T he f i r s t  m a jo r  
a c h ie v e m e n t  t h a t  h a s  p r o v i d e d  t h e  m o s t  k n o w le d g e  a b o u t  
r e g u l a t i o n  o f  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  b y  o x y g e n  w as 
t h e  c l o n i n g  o f  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  g e n e s  f ro m  B* c a p s u l a t u s . 
i n c l u d i n g  t h e  g e n e s  w h ic h  e n c o d e  t h e  e n zy m e s  i n v o l v e d  i n  
t h e  m a g n es iu m  b r a n c h  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  p a th w a y  ( 8 2 ) .  
s i n c e  i n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  e n z y m a t ic  s t e p s  i n  t h e  
m a g n es iu m  b r a n c h  o f  t h e  p a th w a y  l e a d i n g  t o  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  w e re  h a m p e re d  d u e  t o  a  l a c k  o f
enzym e a s s a y s ,  a t t e n t i o n  w as f o c u s e d  o n  t r a n s c r i p t i o n  o f  
t h e  b c h  g e n e s  u n d e r  v a r y i n g  c o n d i t i o n s  o f  o x y g e n  t e n s i o n  
a n d  l i g h t  i n t e n s i t y .  C la r k  a l .  ( 2 1 )  f o l l o w e d  t h e  
a c c u m u l a t i o n  o f  b c h  g e n e  mRNA a f t e r  a  s h i f t  f ro m  h i g h  t o  
lo w  o x y g e n  t e n s i o n .  T h ey  f o u n d  t h a t  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  
b c h  g e n e s  i n c r e a s e s  w hen t h e  c u l t u r e  i s  s h i f t e d  t o  low  
o x y g e n . B i e l  a n d  H a r r s  (6 )  c o n s t r u c t e d  a  s e r i e s  o f  b c h  
m u ta n t  s t r a i n s  b y  c r e a t i n g  f u s i o n s  b e tw e e n  t h e  Mud 
d l ( A p r l a c )  p h a g e  ( 1 6 )  a n d  t h e  b c h  g e n e s ,  p l a c i n g  t h e  la c Z  
g e n e  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  v a r i o u s  b c h  g e n e  p r o m o t e r s .
T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  f o u n d  t h a t  h i g h  o x y g e n  t e n s i o n  r e s u l t s  
i n  a  tw o  t o  f o u r  f o l d  d e c r e a s e  i n  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  b c h  
g e n e s .  T h ey  d i d  n o t  d e t e c t  a  c h a n g e  i n  b c h  g e n e  
t r a n s c r i p t i o n  w hen t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  w as c h a n g e d .  T he 
m e c h a n ism  f o r  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  
b y  l i g h t  h a s  b e e n  t h e  l e a s t  u n d e r s t o o d  o f  t h e  e n v i r o n m e n ta l  
f a c t o r s .  I t  w as r e c e n t l y  show n b y  B i e l  t h a t  l i g h t  c o n t r o l s  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  a c c u m u la t io n  i n  c u l t u r e s  o f  E* 
c a p s u l a t u s  g ro w n  u n d e r  lo w  a e r a t i o n  b u t  d o e s  n o t  c o n t r o l  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  ( 5 ) .  O xygen  h a s  a l s o  b e e n  
show n t o  r e g u l a t e  s y n t h e s i s  o f  t h e  p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  
f o r m a t i o n  o f  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  a p p a r a t u s ,  a l t h o u g h  
c a r o t e n o i d  s y n t h e s i s  a p p a r e n t l y  i s  n o t  r e g u l a t e d  b y  o x y g e n
( 7 , 1 3 7 ) .  H o w ev e r, l i g h t  i n t e n s i t y  w as show n t o  i n f l u e n c e  
t h e  s i z e  a n d  s t r u c t u r e  o f  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  a p p a r a t u s  
( 2 9 ) .  R e c e n t l y ,  a  r o l e  f o r  r e g u l a t i o n  b y  s u p e r c o i l i n g  w as
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p r e s e n t e d  t o  e x p l a i n  how o x y g e n  may r e g u l a t e  t r a n s c r i p t i o n  
o f  t h e  b c h  g e n e s ,  a s  w e l l  a s  o t h e r  g e n e s  i n v o l v e d  i n  
p h o t o s y n t h e s i s  ( 1 3 8 ) .  T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  p r o p o s e d  t h a t  a  
d e c r e a s e  i n  o x y g e n  t e n s i o n  i n d u c e s  c h a n g e s  i n  DNA t o p o l o g y ,  
l e a d i n g  t o  i n c r e a s e d  s u p e r c o i l i n g ,  a n d  t h u s  t o  s e l e c t i v e  
c h a n g e s  i n  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  g e n e s  i n v o l v e d  i n  
p h o t o s y n t h e t i c  g r o w th .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t a l  a n a l y s i s  
s h o u l d  d e t e r m i n e  t h e  v a l i d i t y  o f  a  r o l e  f o r  s u p e r c o i l i n g .
R e g u l a t i o n  b y  o x y g e n  o f  t h e  e n 2y m a t ic  s t e p s  l e a d i n g  t o  
t h e  f o r m a t i o n  o f  p r o t o p o r p h y r i n  IX  h a s  n o t  b e e n  s t u d i e d  a t  
t h e  g e n e t i c  l e v e l ,  p r i m a r i l y  d u e  t o  a  l a c k  o f  m u t a n t s .  The 
r e c e n t  c l o n i n g  o f  t h e  hemA g e n e  f ro m  B* c a p s u l a t u s  s h o u ld  
s o o n  p r o v i d e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  r e g u l a t i o n  o f  t h e  
t r a n s c r i p t i o n  o f  t h i s  g e n e  b y  o x y g e n  ( 8 ) .  T he m e a s u re m e n t 
o f  v a r i o u s  enzym e l e v e l s  i n  e x t r a c t s  f ro m  c u l t u r e s  o f  E- 
s p h a e r o i d e s  a n d  E* c a p s u l a t u s  g ro w n  u n d e r  a e r o b i c  o r  
a n a e r o b i c  g ro w th  c o n d i t i o n s  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
s y n t h e s i s  o r  a c t i v i t y  o f  t h e  e n zy m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  common 
p a r t  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  p a th w a y  a r e  r e g u l a t e d  b y  o x y g e n  a s  
w e l l  ( 7 1 ) .
S e v e r a l  f a c t o r s  o t h e r  t h a n  o x y g e n  a n d  l i g h t  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  t o  i n f l u e n c e  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  i n  t h e  
p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a .  T he e a r l y  w o rk  o f  L a s c e l l e s  i n  
s t u d i e s  w i t h  E - s p h a e r o i d e s  r e v e a l e d  t h a t  i r o n  i s  n e c e s s a r y  
f o r  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  s i n c e  i r o n - d e f i c i e n c y  l e a d s  
t o  a  d e c r e a s e  i n  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  p r o d u c t i o n  a n d  r e s u l t s
i n  i n c r e a s e d  a c c u m u la t io n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  ( 6 7 ) .  
A d d i t i o n  o f  i r o n  t o  t h e  c u l t u r e  m edium  r e s u l t s  i n  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  p r o d u c t i o n  a n d  a  r e d u c t i o n  i n  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  a c c u m u l a t i o n .  L a s c e l l e s  s u g g e s t e d  t h a t  
t h e  i n c r e a s e d  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  a c c u m u l a t i o n  w as d u e  t o  a n  
i n c r e a s e  i n  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y ,  r e s u l t i n g  
f ro m  a  d e c r e a s e  i n  i n t r a c e l l u l a r  hem e c o n c e n t r a t i o n  a n d  
t h u s  a  r e l e a s e  f ro m  n e g a t i v e - f e e d b a c k  r e g u l a t i o n  o f  
a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  b y  hem e ( 1 5 , 7 1 ) .  I t  w as l a t e r  
show n  t h a t  c y to c h r o m e s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n  a n d  may a l s o  e x p l a i n  
t h e  a c c u m u la t io n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  ( 5 8 , 1 2 0 ) .  
M e t h i o n i n e - d e f i c i e n c y  w as a l s o  show n t o  r e s u l t  i n  t h e  
a c c u m u la t io n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  ( 4 0 ) .  M e th io n in e  w as 
show n t o  b e  i n v o l v e d  i n d i r e c t l y  v i a  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  S -  
a d e n o s y l m e t h i o n i n e  a s  a  c o f a c t o r  i n  t h e  a n a e r o b i c  
c o n v e r s i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  
( 1 2 1 ) .  A d d i t i o n  o f  m e t h i o n i n e ,  ATP, a n d  m a g n es iu m  i o n s  
r e p l a c e s  t h i s  r e q u i r e m e n t  ( 1 2 1 ) .  T a i t  a l s o  p r o v i d e d  
e v i d e n c e  f o r  t h e  in v o lv e m e n t  o f  n i c o t i n a m i d e  a d e n in e  
d i n u c l e o t i d e s  a t  t h i s  s t e p  o f  t h e  p a th w a y  ( 1 2 1 ) .  S u l f u r  
d e p r i v a t i o n  a s  w e l l  w as show n t o  p r e v e n t
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  b i o s y n t h e s i s ,  r e s u l t i n g  i n  a c c u m u la t io n  
o f  p o r p h y r i n s  ( 7 5 ) ,  90% o f  w h ic h  i s  c o p r o p o r p h y r i n o g e n .
S e v e r a l  o t h e r  f a c t o r s  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  a f f e c t i n g  
t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  b u t  t h e  r o l e s  o f  t h e s e  f a c t o r s
a r e  m uch l e s s  d e f i n e d .  E a r l y  w o rk  b y  L a s c e l l e s  ( 6 7 )  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  i f  £ •  s p h a e r o i d e s  i s  g ro w n  i n  a  m edium  
d e f i c i e n t  i n  b i o t i n ,  t h i a m i n e ,  o r  n i c o t i n i c  a c i d ,  
p o r p h y r i n s  a r e  n o t  fo rm e d  u n l e s s  t h e  m i s s i n g  v i t a m i n  i s  
a d d e d .  I t  w as a l s o  i n d i c a t e d  t h a t  b i o t i n  may b e  i n v o l v e d  
i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  f ro m  g l y c i n e  a n d  a- 
k e t o g l u t a r a t e  b u t  n o t  i n  t h e  f u r t h e r  c o n v e r s i o n  o f  
a m i n o l e v u l i n a t e  i n t o  p o r p h y r i n s  ( 6 7 ) .  A t t h e  t i m e  o f  t h e s e  
s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  i r o n  w as n o t  f u l l y  
r e c o g n i z e d ,  t h u s  t h e s e  r e s u l t s  a r e  d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t  
s i n c e  t h e  m edium  u s e d  t o  g ro w  t h e  c u l t u r e s  o f  E* 
s p h a e r o i d e s  d i d  n o t  c o n t a i n  s u f f i c i e n t  l e v e l s  o f  i r o n .  
G ib s o n  e t  a i .  ( 3 9 )  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  t h e  r o l e  o f  t h e s e  
f a c t o r s  i n  t h e  c o n t r o l  o f  p o r p h y r i n  a n d  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  
b i o s y n t h e s i s  i n  E- s p h a e r o i d e s . T h ey  p r o p o s e d  t h a t  t h e  
r e q u i r e m e n t  f o r  t h i a m i n e  a n d  n i c o t i n i c  a c i d  i n  p o r p h y r i n  
b i o s y n t h e s i s  c o u ld  p o s s i b l y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e i r  r o l e  a s  
p r e c u r s o r s  t o  c o f a c t o r s  n e e d e d  t o  fo rm  s u c c i n y l  CoA, t h e  
p r e c u r s o r  o f  a m i n o l e v u l i n a t e .  T he b i o t i n  e f f e c t  o n  
t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  a p p e a r e d  t o  b e  m o re  c o m p le x  a n d  
t h e y  c o n c lu d e d  t h a t  b i o t i n  i s  n o t  d i r e c t l y  i n v o l v e d  i n  t h e  
s y n t h e s i s  o f  a m i n o l e v u l i n a t e .  T h ey  d i d  c o n f i r m ,  h o w e v e r , 
t h a t  b i o t i n  i s  r e q u i r e d  f o r  p o r p h y r i n  a n d  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  f ro m  s u c c i n a t e  a n d  g l y c i n e .  
T h ey  f o u n d  t h a t  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y  i s  lo w e r  
t h a n  n o rm a l i n  b i o t i n - d e f i c i e n t  c e l l s  o f  E* s p h a e r o i d e s .
H o w ev e r, t h e  a u t h o r s  f e l t  t h a t  s i n c e  t h e  r e a c t i o n  c a t a l y z e d  
b y  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  d o e s  n o t  i n v o l v e  t r a n s f e r  o f  a  
c a r b o x y l  g r o u p ,  i t  w o u ld  n o t  b e  e x p e c t e d  t o  r e q u i r e  b i o t i n .  
T hey  s p e c u l a t e d  t h a t  b i o t i n - d e f i c i e n c y  p r e v e n t s  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s ,  w h ic h  i n  t u r n  lo w e r s  t h e  
a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y .  T h ey  a l s o  s u g g e s t e d  
som e s p e c i f i c  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  b i o t i n  a n d  t h e  s y n t h e s i s  
o f  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  a n d  c a r o t e n o i d s .  I n  b i o t i n -  
d e f i c i e n t  c e l l s ,  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  a n d  c a r o t e n o i d s  a r e  
t h e  o n l y  c o m p o n e n ts  o f  c h r o m a to p h o r e s  t h a t  a r e  m a r k e d ly  
d e c r e a s e d ,  s u g g e s t i n g  a n  a d d i t i o n a l  e f f e c t  f o r  b i o t i n  o t h e r  
t h a n  p o s s i b l y  r e d u c e d  g r o w th .
R e g u l a t i o n  o f  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  may a l s o  b e  
a f f e c t e d  b y  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  t h e  p r im a r y  s u b s t r a t e s ,  
g l y c i n e  a n d  s u c c i n y l  CoA, a n d  t h u s  b o t h  may b e  i m p o r t a n t  
f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  
( 7 1 ) .  i n h i b i t i o n  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  b y  ATP i n  
v i t r o  may s u g g e s t  a  m e ch a n ism  o f  c o n t r o l  b y  t h e  o r g a n is m  t o  
r e g u l a t e  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  a n d  a c c u m u la t io n  i n  
r e s p o n s e  t o  t h e  m ode o f  g r o w th ,  s i n c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l ,  a n d  t o  a  m uch l e s s e r  d e g r e e ,  hem e a n d  
c y to c h r o m e s  v a r y  i n  r e s p o n s e  t o  e n v i r o n m e n t a l  g ro w th  
c o n d i t i o n s  ( 7 1 ) .  A m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y  w as 
a l s o  show n t o  b e  r e g u l a t e d  b y  t r i s u l f i d e s ,  a n d  s e v e r a l  
o t h e r  e n zy m e s  o f  t h e  common t e t r a p y r r o l e  p a th w a y  w e re  show n 
t o  b e  s e n s i t i v e  t o  t h i o l s .  T h i s  m ay i n d i c a t e  a  r e g u l a t o r y
m e c h a n ism  i n v o l v i n g  t h e  o x i d a t i o n / r e d u c t i o n  s t a t e  o f  t h e  
o r g a n i s m .  An i n t a c t  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n  w as show n t o  
b e  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  
p r o t o p o r p h y r i n  ( 5 8 ) .  C o u p l in g  o f  t h e s e  s t e p s  t o  t h e  
e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n  may r e f l e c t  a n  i m p o r t a n t  c o n t r o l  
p o i n t  s i n c e  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  i s  t h e  m a jo r  t e t r a p y r r o l e  
t h a t  a c c u m u la t e s  u n d e r  a  v a r i e t y  o f  c o n d i t i o n s  ( 6 7 , 7 5 , 1 2 0 ) .  
A n u m b er o f  t h e  s t e p s  i n  t h e  common p a r t  o f  t h e  p a th w a y  
i n v o l v e  t h e  r e m o v a l  o f  h y d r o g e n s  a n d  c a r b o x y l  g r o u p s  b u t  
t h e  m e c h a n ism s  f o r  t h e s e  s t e p s  h a v e  n o t  b e e n  f u l l y  
e l u c i d a t e d  a n d  a c c e p t o r  m o le c u le s  h a v e  n o t  b e e n  i d e n t i f i e d .  
L a s t l y ,  n u m e ro u s  o b s e r v a t i o n s  h a v e  r e p o r t e d  a  l i n k  b e tw e e n  
p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  f o r m a t i o n  ( 7 3 ) .  
A d d i t i o n  o f  i n h i b i t o r s  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  t o  
a n a e r o b i c a l l y  g ro w in g  c e l l s  o f  R . s p h a e r o i d e s  r e s u l t s  i n  a n  
im m e d ia te  c o m p le te  i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  a n  
im m e d ia te  i n h i b i t i o n  o f  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s ;  
h o w e v e r ,  hem e p r o d u c t i o n  c o n t i n u e s  f o r  a  p e r i o d  o f  3 t o  4 
h o u r s  b e f o r e  s t o p p i n g .  I t  h a s  a l s o  b e e n  show n t h a t  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  i s  a c c o m p a n ie d  b y  
i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l e d  a m in o  a c i d s  i n t o  c h r o m a to p h o r e  
p r o t e i n s  ( 1 2 2 ) .
T h u s ,  i t  w o u ld  seem  t h a t  a  v a r i e t y  o f  f a c t o r s  a p p e a r  t o  
b e  i n v o l v e d  i n  t e t r a p y r r o l e  s y n t h e s i s .  The p h o t o s y n t h e t i c  
b a c t e r i a  h a v e  a p p a r e n t l y  e v o lv e d  a n  e l a b o r a t e ,  c o m p le x  
p a th w a y  t h a t  i s  t i g h t l y  r e g u l a t e d  i n  r e s p o n s e  t o
e n v i r o n m e n ta l  c u e s .  I n  o r d e r  t o  u n d e r s t a n d  t h e  r e g u l a t o r y  
m e c h a n ism s  t h a t  a r e  i n v o l v e d  i n  c o n t r o l l i n g  t h e  
t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e t i c  p a th w a y ,  a  g r e a t e r  d e t a i l e d  
a n a l y s i s  o f  t h e  e n z y m a t ic  s t e p s ,  b a c k e d  b y  g e n e t i c  
a n a l y s i s ,  w i l l  b e  n e c e s s a r y .
I I I .  I s o l a t i o n  o f  T e t r a p y r r o l e  M u ta n t s .
T he o c c u r r e n c e  o f  h e m i n - d e f i c i e n t  b a c t e r i a l  m u ta n t s  w as 
f i r s t  r e p o r t e d  i n  1953  b y  J e n s e n  a n d  T h o f e r n  w hen t h e y  w e re  
a b l e  t o  i s o l a t e  a  h e m i n - r e q u i r i n g  m u ta n t  o f  S ta p h y 1o c o c c u s  
a u r e u s  ( 1 1 1 ) .  W ith o u t  h e m in ,  t h i s  s t r a i n  g re w  v e r y  p o o r l y .  
A n u m b er o f  h e m e - d e f i c i e n t  m u ta n t s  h a v e  s i n c e  b e e n  i s o l a t e d  
fro m  a  v a r i e t y  o f  o r g a n i s m s ,  m o s t ly  c o n s i s t i n g  o f  m em bers 
o f  t h e  f a m i l y  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  ( 8 4 ,8 5 , 1 1 0 , 1 1 1 ) .
S a s a rm a n  i s o l a t e d  h e m e - d e f i c i e n t  m u ta n t s  o f  £ .  c o l i  a n d  
m apped  m any o f  t h e  hem g e n e s  ( 1 1 0 ,1 1 1 ) .  T h e  hem e 
b i o s y n t h e t i c  p a th w a y  o f  £ .  c o l i  w as p r i m a r i l y  d e f i n e d  b y  
i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  r e s p i r a t o r y  m u ta n t s  w h ic h  
w e re  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  hem e ( 1 1 1 ) .  T he a p p r o a c h  t o  
i s o l a t i o n  o f  t h e s e  m u ta n t s  i n v o l v e d  c h e m ic a l  m u ta g e n e s i s  
f o l l o w e d  b y  s e l e c t i o n  f o r  r e s p i r a t o r y - d e f i c i e n t  c e l l s  u s i n g  
t h e  p e n i c i l l i n - c y c l o s e r i n e  o r  n e o m y c in  e n r i c h m e n t  
t e c h n i q u e s  ( 8 4 , 1 1 1 ) .  As a  r e s u l t ,  m u ta n t  c e l l s  u n a b le  t o  
g ro w  s u r v i v e d  t h e  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t  w h e r e a s  n o r m a l ly  
g ro w in g  c e l l s  t r a n s p o r t e d  t h e  a n t i b i o t i c  a n d  w e re  k i l l e d
( 8 4 , 1 1 1 ) .  A l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  m u ta n t s  
t h a t  w e re  i s o l a t e d  w e re  d e f i c i e n t  i n  c a t a l a s e  o r  
c y to c h r o m e s .  A n o th e r  c l a s s  o f  m u ta n t s  r e q u i r e d  
a m i n o l e v u l i n a t e  f o r  g r o w th  b u t  c o u l d  n o t  g ro w  o n  h e m in  
( 8 4 ) .  F u r t h e r  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  f i .  c o l i  s t r a i n s  
w e re  im p e rm e a b le  t o  b o t h  h e m in  a n d  p r o t o p o r p h y r i n  ( 1 1 1 ) .
To o v e rc o m e  t h i s  b a r r i e r ,  i n d i r e c t  m e th o d s  f o r  d e t e c t i o n  o f  
g e n e s  c o n c e r n e d  w i t h  hem e b i o s y n t h e s i s  w e re  u s e d .  
P r e s u m a b ly ,  g ro w th  o f  h e m e - d e f i c i e n t  s t r a i n s  o f  f i . c o l i  
w o u ld  r e q u i r e  p r i o r  m u t a t i o n s  t h a t  w o u ld  p e r m i t  u p t a k e  o f  
h e m in . T he s t r a t e g y  u s e d  i n v o l v e d  c h e m ic a l  m u t a g e n e s i s  o f  
a n  a m i n o l e v u l i n a t e - r e q u i r i n g  m u ta n t  ( 8 4 ) ;  t h u s ,  a  
d e r i v a t i v e  o f  t h i s  s t r a i n  t h a t  g re w  o n  h e m in  a n d  s t i l l  
r e q u i r e d  a m i n o l e v u l i n a t e  f o r  g ro w th  w o u ld  a l l o w  
l o c a l i z a t i o n  o f  m u t a t i o n s  i n v o l v e d  i n  s t e p s  a f t e r  
a m i n o l e v u l i n a t e  f o r m a t i o n  b y  l o s s  o f  a b i l i t y  t o  g ro w  on  
h e m in . T h i s  a n d  s i m i l a r  a p p r o a c h e s  h a v e  l e d  t o  t h e  
i s o l a t i o n  o f  a  n u m b er o f  m u ta n t s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  hem e 
f ro m  a  v a r i e t y  o f  d i f f e r e n t  o r g a n i s m s  ( 8 4 , 8 5 , 1 1 0 , 1 1 1 ) .  T he 
m u t a t i o n ( s )  w h ic h  a l l o w e d  h e m in  p e r m e a b i l i t y  h a s  n o t  b e e n  
d e f i n e d  ( 8 4 ) .  R e c e n t l y ,  t h e  c l o n i n g  o f  t h e  hemA. hem B . 
hem C . a n d  hemD g e n e s  f ro m  £ .  c o l i  w as r e p o r t e d
( 7 7 . 7 8 . 1 0 9 9 . 1 2 4 ) .  T he hem b i o s y n t h e t i c  g e n e s  i n  £ •  c o l i  
a r e  s c a t t e r e d  o n  t h e  g e n o m e , e x c e p t  f o r  t h e  hemC a n d  t h e  
hemD g e n e s  w h ic h  a r e  l i n k e d  a n d  a p p e a r  t o  fo rm  a n  o p e r o n
( 1 0 9 . 1 2 4 ) .  T he  E . c o l i  hemB a n d  hemP g e n e s  show  a  h i g h
d e g r e e  o f  h o m o lo g y  w i t h  o t h e r  c l o n e d  hemB a n d  hemD g e n e s  
( 1 2 4 ) .  T he hsm g e n e s  i n  B a c i l l u s  s u b t i l i s  a p p e a r  t o  b e  
c l u s t e r e d  o n  t h e  c h ro m o so m e , a n d  t h e  hemC a n d  hemD g e n e s  
a l s o  a p p e a r  t o  fo rm  a n  o p e r o n  ( 8 5 ) .
I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m u ta n t s  u n a b l e  t o  
s y n t h e s i z e  hem e i n  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  h a s  
p r o g r e s s e d  a t  a  m uch s l o w e r  p a c e ,  p r i m a r i l y  d u e  t o  a  l a c k  
o f  g e n e t i c  t o o l s .  S in c e  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  h a s  b e e n  show n 
t o  b e  i n v o l v e d  i n  a l l  m o d es o f  g ro w th  o f  R . c a p s u l a t u s
( 6 5 , 1 3 6 , 1 3 7 ) ,  t h e  i s o l a t i o n  o f  m u ta n t s  w i t h  c o m p le te  b l o c k s  
i n  t h e  l a t e r  s t e p s  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e t i c  p a th w a y  
w o u ld  o n l y  b e  p o s s i b l e  i f  t h i s  o r g a n is m  i s  c a p a b l e  o f  u s i n g  
e x o g e n o u s  h e m in  o r  p r o t o p o r p h y r i n  t o  s y n t h e s i z e  
c y to c h r o m e s .  L a s c e l l e s  a n d  A l t s h u l e r  r e p o r t e d  t h e  
i s o l a t i o n  o f  tw o  a m i n o l e v u l i n a t e - r e q u i r i n g  m u ta n t s  o f  R . 
s p h a e r o i d e s  ( 7 2 ) .  B o th  r e s p o n d  v e r y  p o o r l y  t o  h e m in  a n d  
n e i t h e r  c a n  g ro w  w hen p r o t o p o r p h y r i n  o r  m a g n e s iu m - 
p r o t o p o r p h y r i n  i s  a d d e d  t o  t h e  m ed ium . One o f  t h e  m u t a n t s ,  
H 5, i s  d e p e n d e n t  o n  a m i n o l e v u l i n a t e  f o r  s y n t h e s i s  o f  b o th  
hem e a n d  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l .  T he o t h e r  m u t a n t ,  H 4, c a n n o t  
g ro w  p h o t o s y n t h e t i c a l l y ,  e v e n  w i t h  a d d e d  a m i n o l e v u l i n a t e .  
B o th  m u ta n t s  H4 a n d  H 5, h o w e v e r ,  m ay c o n t a i n  s e c o n d a r y  
m u t a t i o n s  s i n c e  t h e y  w e re  d e r i v e d  b y  t r e a t m e n t  o f  a  
w i l d - t y p e  s t r a i n  w i t h  t h e  c h e m i c a l  m u ta g e n ,  N -m e th y l-N -  
n i t r o s o - N ' - n i t r o g u a n i d i n e .  A m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  
a c t i v i t y  w as n o t  d e t e c t e d  i n  e i t h e r  m u ta n t  a n d  t h e
p o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e  a c t i v i t y  i n  b o t h  s t r a i n s  i s  
n o r m a l .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  p e r h a p s  E» s p h a e r o i d e s  
p r o d u c e s  tw o  fo rm s  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e , w i t h  e a c h  
fo rm  r e g u l a t e d  s p e c i f i c a l l y  b y  t h e  i r o n  o r  m a g n es iu m  b r a n c h  
e n d p r o d u c t s  ( 7 2 ) .  T h e  i s o l a t i o n  o f  H5 w h ic h  r e q u i r e s  
a m i n o l e v u l i n a t e  f o r  b o t h  hem e a n d  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  
b i o s y n t h e s i s  m ak es  t h i s  s u g g e s t i o n  see m  u n l i k e l y .  H a tc h  
a n d  L a s c e l l e s  ( 4 5 )  r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  a n d  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m u ta n t s  o f  f i .  s p h a e r o i d e s  w i t h  p a r t i a l  
b l o c k s  a t  l a t e r  s t e p s  i n  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s .  T h e s e  
m u ta n t s  w e re  a l s o  d e r i v e d  b y  N - m e t h y l - N - n i t r o s o - N '-  
n i t r o g u a n i d i n e  m u t a g e n e s i s  a n d  w e re  s e l e c t e d  b y  i n a b i l i t y  
t o  g ro w  p h o t o s y n t h e t i c a l l y .  M u ta n t  s t r a i n  2 -3 3  a c c u m u la t e s  
c o p r o p o r p h y r i n  a n d  w as c h a r a c t e r i z e d  a s  a  p r o b a b l e  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  m u t a n t , a l t h o u g h  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  a c t i v i t y  w as r e p o r t e d  a s  n o r m a l .  
H o w e v e r, t h e  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y  i s  e l e v a t e d  
tw o  t o  t h r e e  t i m e s  w h e r e a s  t h e  p o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e  
a c t i v i t y  i n  t h i s  s t r a i n  i s  n o rm a l  ( 4 5 ) .  A n o th e r  m u t a n t ,  
s t r a i n  6 - 6 ,  w as c h a r a c t e r i z e d  a s  a  p o r p h o b i l i n o g e n  
d e a m in a s e  m u ta n t  s i n c e  p o r p h o b i l i n o g e n  a c c u m u la t e s  a n d  
p o r p h o b i l i n o g e n  d e a m in a s e  a c t i v i t y  w as n o t  d e t e c t a b l e .  
H o w e v e r , b o t h  o f  t h e s e  m u t a n t s  a p p e a r  t o  c o n t a i n  s e c o n d a r y  
m u t a t i o n s  s i n c e  r e v e r t a n t s  a r e  a b l e  t o  g ro w  
p h o t o s y n t h e t i c a l l y  o n l y  p o o r l y  a n d  s t i l l  r e t a i n  t h e  i n i t a l  
p h e n o t y p e s .
An a m i n o l e v u l i n a t e - r e q u i r i n g  m u ta n t  o f  B» c a p s u l a t u s  
w as r e c e n t l y  i s o l a t e d  ( 1 3 2 ) .  I n s t e a d  o f  u s i n g  c h e m ic a l  
m u t a g e n e s i s ,  a  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  p r o c e d u r e  w as 
u t i l i z e d  ( 1 1 7 ) .  S o u th e r n  b l o t  a n a l y s i s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  
s i n g l e  Tnji i n s e r t i o n  h a d  o c c u r r e d .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  
t h i s  m u t a n t ,  d e s i g n a t e d  s t r a i n  A JB 5 2 9 , r e v e a l s  t h a t  
a m i n o l e v u l i n a t e  i s  r e q u i r e d  f o r  b o t h  hem e a n d  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  o n ly  o n e  
g e n e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  i n  
B . c a p s u l a t u s . T he g r o w th  r a t e  o f  s t r a i n  AJB529 u n d e r  b o th  
a e r o b i c  a n d  a n a e r o b i c  g r o w th  c o n d i t i o n s  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  a d d e d  a m i n o l e v u l i n a t e .  T he  
a m i n o l e v u l i n a t e - r e q u i r i n g  m u ta n t  c o n t a i n s  a p p r o x i m a t e l y  10% 
o f  t h e  p a r e n t a l  a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y ;  h o w e v e r ,  
p o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h a s e  a c t i v i t y  i s  n o rm a l i n  t h i s  m u t a n t .  
R e c e n t l y ,  t h i s  sam e  l a b o r a t o r y  r e p o r t e d  t h e  c l o n i n g  o f  t h e  
hemA g e n e  f ro m  R . c a p s u l a t u s  ( 8 ) .  T h i s  i s  t h e  f i r s t  r e p o r t  
o f  a  hem g e n e  b e i n g  c l o n e d  f ro m  a n y  o f  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  
b a c t e r i a .  No o t h e r  hem e b i o s y n t h e t i c  m u ta n t s  o f  R . 
c a p s u l a t u s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d ,  a l t h o u g h  m u ta n t s  b l o c k e d  a t  
e a c h  s t e p  i n  t h e  m ag n es iu m  b r a n c h  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  ( 6 ) .
I n  t h i s  s t u d y ,  T n£  m u ta g e n e i s  o f  R . c a p s u l a t u s  w as 
u n d e r t a k e n  t o  i s o l a t e  s t r a i n s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  h e m e .
T he a m i n o l e v u l i n a t e - r e q u i r i n g  s t r a i n ,  A JB 529 , w as u s e d  t o  
d e t e r m i n e  w h e th e r  R . c a p s u l a t u s  w as p e r m e a b le  t o  hem e a n d  
p r o t o p o r p h y r i n  ( 1 3 2 ) .  U se  o f  t h i s  s t r a i n  a l lo w e d  t h e
e s t a b l i s h m e n t  o f  s e l e c t i v e  g ro w th  c o n d i t i o n s  t h a t  c a n  b e  
u s e d  t o  i s o l a t e  a n d  c h a r a c t e r i z e  s t r a i n s  o f  £ .  c a p s u l a t u s  
u n a b le  t o  s y n t h e s i z e  h e m e . A d i r e c t  s c r e e n i n g  p r o c e d u r e  
f o r  i s o l a t i n g  s u c h  m u t a n t s  w as d e v e lo p e d  w h ic h  t a k e s  
a d v a n ta g e  o f  t h e  f a c t  t h a t  bchB  m u ta n t s  o f  f i .  c a p s u l a t u s  
a c c u m u la te  a  f l u o r e s c e n t  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  p r e c u r s o r .  
D e r i v a t i v e s  o f  a  bchB  s t r a i n  w h ic h  d e v i a t e  f ro m  t h e  
p a r e n t a l  f l u o r e s c e n t  p h e n o ty p e  c a n  b e  s c r e e n e d  f o r  h e m in -  
d e p e n d e n c e .  S i n c e  s e v e r a l  f a c t o r s  w h ic h  i n f l u e n c e  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  e n d p r o d u c t s  i n  t h e  
p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,  t h e  m u t a g e n e s i s  
p r o c e d u r e  u t i l i z e d  i n  t h i s  s t u d y  h a s  t h e  a d d e d  a d v a n ta g e  o f  
n o t  o n l y  i d e n t i f y i n g  m u ta n t s  w i t h  l e s i o n s  i n  t h e  hem g e n e s  
b u t  a l s o  m u ta n t s  d e f i c i e n t  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  f a c t o r s  
r e q u i r e d  f o r  hem e b i o s y n t h e s i s .  U s in g  t h i s  m e th o d , t h e  
i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  b io B  m u ta n t  t h a t  
r e q u i r e s  b i o t i n  f o r  hem e s y n t h e s i s  i s  d e s c r i b e d .  A c o s m id  
l i b r a r y  c o n t a i n i n g  £ .  c a p s u l a t u s  DNA w as s c r e e n e d  a n d  t h e  
b io B  g e n e  w as c l o n e d  a n d  l o c a l i z e d  t o  a  2 . 8 5  k b  P s t l - EcoR l  
i n s e r t  f r a g m e n t .  A p o s s i b l e  r o l e  f o r  b i o t i n  i n  t h e  
c o n v e r s i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n  i s  p r e s e n t e d .
MATERIALS AND METHODS
P a g t e r i a l  s t r a i n s  a n d  P l a s m i d s .
B a c t e r i a l  s t r a i n s  a n d  p l a s m i d s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  
d e s c r i b e d  i n  T a b l e s  1 a n d  2 .  £ .  c o l i  b i o  s t r a i n s  w e re
o b t a i n e d  f ro m  B a r b a r a  B ach m an n , J2. c o l i  G e n e t i c  s t o c k  
C e n t e r .
M e d ia .
£ .  c a p s u l a t u s  w as r o u t i n e l y  g ro w n  i n  e i t h e r  a  m a l a t e -  
m in im a l s a l t s  m edium  (RCV) ( 1 3 8 )  o r  i n  0 .3% D if c o  B a c to -  
p e p to n e - 0 .3 %  D if c o  y e a s t  e x t r a c t  ( PYE ) .  £ .  c o l i  w as g ro w n  
i n  e i t h e r  L - b r o t h  ( 4 )  m o d i f i e d  b y  o m i t t i n g  g l u c o s e  a n d  
d e c r e a s i n g  t h e  s o d iu m  c h l o r i d e  t o  0 . 5 % ,  o r  i n  m in im a l  s a l t s  
m edium  A1 ( 8 6 )  m o d i f i e d  b y  t h e  o m is s i o n  o f  s o d iu m  c i t r a t e  
a n d  t h i a m i n e .  T he c a r b o n  s o u r c e  i n c l u d e d  i n  t h i s  m edium  
w as 0 .2% g l u c o s e .  RCV m edium  w as s u p p le m e n te d  w i t h  40 nM 
b i o t i n  o r  s u p p le m e n te d  w i t h  0 .6% g l u c o s e  f o r  c r o s s f e e d i n g  
s t u d i e s .  S o l i d  m e d ia  c o n t a i n e d  1.5%  D if c o  a g a r .  
A n t i b i o t i c s ,  w hen u s e d ,  w e re  a d d e d  t o  y i e l d  t h e  f o l l o w i n g  
f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  : a m p i c i l l i n ,  25 p g  p e r  m l;
k a n a m y c in ,  10 p g  p e r  m l;  s t r e p t o m y c i n ,  75 p g  p e r  m l;  
c h l o r a m p h e n i c o l ,  25 p g  p e r  m l ;  s p e c t i n o m y c i n ,  10 p g  p e r  m l;
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Table l. Bacterial Strains.
S t r a i n R e l e v a n t  G e n o ty p e R e f e r e n c e
S .  c a p s u l a t u s
PAS100
A JB529
A JB478
A JB544
AJB545
SB1003
heroAl Hsd-1 ££e-2
4(beliS/ - la e 2 +)Z08
crtD223 bsd-1 stn - 2
b i p fi c r t P 2 23,
»fbchB'-IacZ*)7_0_8
bipP crtD22.3. U M - 1
S t r - 2
r i f - 1 0
T a y lo r  g t  g l .  ( 1 2 3 )  
W r ig h t  e £  a l .  ( 1 3 2 )  
B i e l  a n d  M a r r s  (6 )
T h i s  s t u d y
T h i s  s t u d y
Yen a n d  M a r r s  ( 1 3 3 )
£ •  fif i l l  K -12
AJB402
S 1 7 -1
W3110
HB101
MC1061
W 3110(pR P S404)
294 r e c A fRP4 T c : : M u  
K m ::T n7 / \  T n l ) a  
F "
h sd R  hsdM  r e c f t iU  
hsdK  s t r A  m crB m srA
B i e l  a n d  M a r r s  (6 )  
S im on  g t  a l .  (1 1 7 )
B . B achm ann (2 )  
B o y e r  a n d  R o u la n d -  
D u s s o ix  ( 1 3 )  
C a s a d a b a n  a n d  
C o h en  ( 1 7 )
Table 1
R 879
R875
R877
R872
, C o n t in u e d .  
b io A 2 4
£A<?P19.
C l e a r y  a n d  C a m p b e ll 
( 2 3 )
C l e a r y  a n d  C a m p b e ll 
( 2 3 )
C l e a r y  a n d  C a m p b e ll 
( 2 3 )
C l e a r y  a n d  C a m p b e ll 
( 2 3 )
a T he RP4 d e r i v a t i v e  i s  i n s e r t e d  i n t o  t h e  ch ro m o so m e  a t  a n  
unknow n l o c a t i o n .
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Table 2. Plasmids.
P la s m id s  R e l e v a n t  F e a t u r e s 3 R e f e r e n c e s
PSUP202
PSUP2021
pRK201
pLAFRI
pBR328
pR PS404
pBR325 d e r i v a t i v e ;  
f mob+ ) ;  Apr  Cmr  T e t r  
pSU P202::Tnjj> ; 
f mob+ ) ; Apr  Cmr  Knr  
RK2 d e r i v a t i v e ;
( mob~ t r a 4^ ; Knr  
pRK290 d e r i v a t i v e ;  
('mob4' t r a ~ ) 
c o s  s i t e ;  T e t r  
pBR325 d e r i v a t i v e ;
Apr  Cmr  T e t r  
pBLM2 d e r i v a t i v e ;  
p h o t o s y n t h e t i c  g r o w th ;  
Kmr  s rtP 2 2 .3 .
S im on  f i t  a l*  (117)
S im on  a t  a l*  (117)
F i g u r s k i  a n d  
H e l i n s k i  ( 3 3 )  
F r ie d m a n  
f i t  a l -  ( 3 4 )
S o b e ro n
£ t  a l .  (118)
M a r r s  (82)
a A n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e s  a r e  a b b r e v i a t e d  a s :  Ap -
a m p i c i l l i n ;  Cm = c h l o r a m p h e n i c o l ;  Kn = k a n a m y c in ;  T e t  =  
t e t r a c y c l i n e .
t e t r a c y c l i n e ,  1 |ig  p e r  m l f o r  R . c a n s u l a t u s  a n d  10 fig p e r  
m l f o r  R . c o l i . 5 - B r o m o - 4 - c h lo r o - 3 - i n d o y l - B - D -  
g a l a c t o p y r a n o s i d e  ( X - g a l ) ,  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  p r e s e n c e  
o f  B - g a l a c t o s i d e  a c t i v i t y  i n  c o l o n i e s ,  w as i n c l u d e d  i n  a g a r  
p l a t e s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  40 |ig  p e r  m l .  A v id in  (S ig m a  
C h e m ic a l  C o . ,  S t .  L o u i s ,  Mo . )  w as a d d e d  t o  m in im a l  m edium  
a g a r  p l a t e s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .1  u n i t  p e r  m l (1  u n i t  
o f  a v i d i n  b i n d s  1 .0  n g  b i o t i n ) .  S t o c k s  w e re  p r e p a r e d  b y  
a d d in g  g l y c e r o l  t o  c u l t u r e s  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  10% 
( v o l )  a n d  s t o r e d  a t  - 7 0 °C.
G ro w th  C o n d i t i o n s .
R . c a o s u l a t u s  w as g ro w n  a e r o b i c a l l y  i n  t h e  d a r k  w i t h  
g e n t l e  s h a k i n g  a t  3 7 °c o r  s t a n d i n g  a t  3 7 'c .  C u l t u r e s  w e re  
g ro w n  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  i n  s c r e w - c a p  t u b e s  f i l l e d  w i t h  
m ed iu m , s u p p le m e n te d  w i t h  b i o t i n  w hen n e c e s s a r y ,  a n d  
i n c u b a t e d  i n  f r o n t  o f  a  b a n k  o f  100  W l i g h t  b u l b s .  P l a t e s  
w e re  i n c u b a t e d  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  i n  G asP ak  a n a e r o b i c  j a r s  
(BBL M ic r o b io lo g y  S y s te m s )  a t  2 5 DC i n  f r o n t  o f  t h e  sam e 
l i g h t  b a n k .  R . c o l i  w as g ro w n  s h a k i n g  a t  3 7 °C.  G ro w th  w as 
f o l l o w e d  b y  m e a s u r in g  t h e  t u r b i d i t y  i n  a  K le t t - S u m m e r s o n  
c o l o r i m e t e r  (R ed  f i l t e r ) .
SMfasfrEafce Preparation.
A m i n o l e v u l i n a t e  (S ig m a  C h e m ic a l  C o . ,  S t .  L o u i s ,  Mo. )  
w as d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  f i l t e r  s t e r i l i z e d .  
P o r p h o b i l i n o g e n  ( P o r p h y r i n  P r o d u c t s ,  L o g a n , u t . )  w as 
d i s s o l v e d  i n  100 | i l  o f  d i m e th y l  s u l f o x i d e ,  d i l u t e d  t o  5 . 0  ml 
a n d  f i l t e r  s t e r i l i z e d .  H em in ( t y p e  I I I ;  s ig m a  C h e m ic a l  
C o . ,  S t .  L o u i s ,  Mo . )  a n d  P r o t o p o r p h y r i n  IX 
( C a lb io c h e m - B e h r in g ,  L a J o l l a ,  C a . )  w e re  d i s s o l v e d  i n  75  mM 
p o t a s s i u m  b i c a r b o n a t e  o r  i n  100 mM s o d iu m  h y d r o x id e  a n d  
f i l t e r  s t e r i l i z e d .  H em in o r  p r o t o p o r p h y r i n ,  d i s s o l v e d  i n  
Tw een 80 a s  d e s c r i b e d  b y  M c c o n v i l l e  a n d  C h a r l e s  ( 8 4 ) ,  w as 
a d d e d  t o  1 .0  m l Tw een 80 a n d  s t i r r e d .  D i s t i l l e d  w a t e r  w as 
s l o w l y  a d d e d ,  w i t h  c o n t i n u a l  s t i r r i n g ,  t o  a  f i n a l  v o lu m e  o f
1 0 . 0  m l ,  g i v i n g  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  6 . 0  mM h e m in  o r
7 .0  mM p r o t o p o r p h y r i n .  O ne t o  t h r e e  d r o p s  o f  5 mM so d iu m  
h y d r o x id e  w as a d d e d  t o  d i s p e r s e  t h e  Tw een 8 0 .
P r o t o p o r p h y r i n  a n d  h e m in  s t o c k  s o l u t i o n s  w e re  s t o r e d  a t  -  
2 0 °C.  B i o t i n  (S ig m a  C h e m ic a l  C o , S t .  L o u i s ,  Mo. )  a n d  
d e t h i o b i o t i n  ( R e s e a r c h  P l u s ,  I n c . ,  D e n v i l l e ,  N J) w e re  
d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  f i l t e r  s t e r i l i z e d .
F o r  enzym e a s s a y s ,  a m i n o l e v u l i n a t e  w as d i s s o l v e d  i n  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  f i l t e r  s t e r i l i z e d .  P o r p h o b i l i n o g e n  w as 
p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  2 mg p o r p h o b i l i n o g e n  i n  1 .0  m l o f  
0 . 1  M p o ta s s iu m  p h o s p h a te  b u f f e r ,  pH 7 . 6 ,  c o n t a i n i n g  100  pM 
d i t h i o t h r e i t o l , a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° c .  T h e  r e d u c e d
s u b s t r a t e ,  p r o t o p o r p h y r i n o g e n ,  w as p r e p a r e d  b y  r e d u c t i o n  o f  
p r o t o p o r p h y r i n  w i t h  so d iu m  b o r o h y d r i d e  a s  d e s c r i b e d  b y  
N i s h i d a  a n d  L a b b e  ( 9 0 ) .  A l l  s t e p s  i n  t h e  c h e m ic a l  
r e d u c t i o n  o f  p r o t o p o r p h y r i n  w e re  c o n d u c te d  i n  d im  l i g h t .  
P r o to p o r p h y r i n o g e n  w as p r o d u c e d  b y  a d d in g  0 .1 5  mg s o d iu m  
b o r o h y d r i d e  t o  1 .6  m l o f  0 . 3 6  mM p r o t o p o r p h y r i n  i n  1 . 5  M 
p o t a s s i u m  b i c a r b o n a t e .  T he t u b e  w as f l u s h e d  w i t h  s c r u b b e d  
n i t r o g e n  g a s ,  s t o p p e r e d ,  a n d  s w i r l e d  t o  m ix .  S lo w  a d d i t i o n  
o f  0 . 8 5  m l 1 . 5  N h y d r o c h l o r i c  a c i d  w as im m e d ia te ly  f o l l o w e d  
b y  f l u s h i n g  w i t h  n i t r o g e n  g a s  a n d  g e n t l e  s w i r l i n g  o f  t h e  
s t o p p e r e d  t u b e  i n  a n  i c e  b a t h  f o r  5 m i n u t e s .  T h e  r e a c t i o n  
w as m o n i to r e d  b y  f o l l o w i n g  t h e  l o s s  o f  f l u o r e s c e n c e  w i t h  a  
lo n g - w a v e  u l t r a v i o l e t  la m p . T h e  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  w as 
u s e d  im m e d ia t e ly .  1 .5  M p o t a s s i u m  b i c a r b o n a t e  w as s t o r e d  
a t  3 0 ° C .
B a c t e r i o c h i o r o p h v i i  M e a s u r e m e n ts ■
B a c t e r i o c h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n s  w e re  d e t e r m in e d  b y  
h a r v e s t i n g  c u l t u r e  s a m p le s  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o l l o w e d  b y  
e x t r a c t i o n  o f  t h e  c e l l  p e l l e t  w i t h  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  
a c e t o n e : m e t h a n o l  ( 7 : 2 ,  v / v )  ( 2 4 ) .  T he  a c e t o n e - m e t h a n o l  
e x t r a c t  w as i n c u b a t e d  f o r  15 m i n u t e s  o n  i c e  i n  t h e  d a r k  a n d  
t h e n  c e n t r i f u g e d .  T he s u p e r n a t a n t  w as r e c o v e r e d  a n d  t h e  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n  w as e s t i m a t e d  a t  770  nm 
o n  a  P e r k in - E lm e r  Lam bda 3B d u a l  beam  s p e c t r o p h o t o m e t e r
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u s i n g  a n  e x t i n c t i o n  c o e f f i c e n t  o f  76  ( 2 2 ) .  P r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n s  w e re  d e t e r m in e d  b y  r e s u s p e n d i n g  t h e  p e l l e t  
i n  0 . 2  N so d iu m  h y d r o x i d e ,  b o i l i n g  t h e  s a m p le s  f o r  t h r e e  
m i n u t e s ,  a n d  m e a s u r in g  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  b y  t h e  m e th o d  o f  
L ow ry  a l .  ( 7 9 ) ,  u s i n g  c r y s t a l l i z e d  b o v in e  s e ru m  a lb u m in  
( P e n t e x ,  M i le s  S c i e n t i f i c ,  N a p e r v i l l e ,  I I . )  d i s s o l v e d  i n  
0 .2  N so d iu m  h y r o x i d e  a s  s t a n d a r d .
T h in - L a v e r  c h r o m a to g r a p h y  a n d  F m o E i r o e t r i ?  A n a l y s i s  s f  
Earphyyipa-
H em in w as r o u t i n e l y  re m o v e d  f ro m  p o r p h y r i n  e x t r a c t s  b y  
s p o t t i n g  o n t o  s i l i c a  G e l 60  p l a t e s  (EM S c i e n c e ,  c i n c i n a t t i ,
OH) a n d  t h e n  d e v e l o p i n g  t h e  p l a t e s  w i t h  70% e t h a n o l .  T he 
f l u o r e s c e n t  p o r p h y r i n  b a n d  (Rf  = 0 . 9 5 )  w as s e p a r a t e d  f ro m  
t h e  h e m in  b a n d  (Rf  = 0 . 7 6 ) ,  re m o v e d  f ro m  t h e  TLC p l a t e  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  a c e t o n e : m e t h a n o l  ( 7 : 2 ,  v / v ) .  T he p o r p h y r i n  
s a m p le s  i n  a c e t o n e : m e t h a n o l  w e re  s p o t t e d  o n t o  S i l i c a  G e l 60 
p l a t e s  a n d  d e v e lo p e d  w i t h  2 , 6 - l u t i d i n e : 0 . 0 5  N ammonium 
h y d r o x id e  ( 1 0 : 7 ,  v / v )  ( 4 3 ) .  P o r p h y r i n s  a r e  s e p a r a t e d  i n  
t h i s  s o l v e n t  s y s te m  b y  t h e  n u m b er o f  i o n i z e d  c a r b o x y l  
g r o u p s  p r e s e n t  o n  t h e  s i d e  c h a i n s  o f  t h e  p o r p h y r i n s .  Rf s  
w e re  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  : Rf  =  d i s t a n c e  s a m p le  
m i g r a t e d  /  d i s t a n c e  s o l v e n t  m i g r a t e d .  A p p r o p r i a t e  
p o r p h y r i n s  ( P o r p h y r i n  P r o d u c t s ,  L o g a n , U t . )  d i s s o l v e d  i n
a c e t o n e : m e t h a n o l  w e re  a l s o  s p o t t e d  o n t o  t h e  s i l i c a  p l a t e  a s  
s t a n d a r d s .
F o r  f l u o r i m e t r i c  a n a l y s i s  o f  p o r p h y r i n s ,  c e l l  
s u s p e n s i o n s  w e re  e x t r a c t e d  a s  d e s c r i b e d  b y  T a i t  (1 2 1 )  t o  
t h e  e t h e r  e x t r a c t i o n  s t e p .  C e l l s  w e re  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  3 .0  m l o f  e t h y l  
a c e t a t e : a c e t i c  a c i d  ( 3 : 1 ,  v / v ) .  T he t u b e s  w e re  i n c u b a t e d  
a t  2 5 °C i n  t h e  l i g h t  f o r  30 m in u te s  t o  a l l o w  o x i d a t i o n  o f  
t h e  p o r p h y r in o g e n s  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p o r p h y r i n s .  T he  
t u b e s  w e re  c e n t r i f u g e d ,  t h e  s u p e r n a t e n t  re m o v e d  a n d  t h e  
p e l l e t  w a sh e d  w i t h  a n o t h e r  3 .0  m l o f  e t h y l  a c e t a t e : a c e t i c  
a c i d .  To t h e  c o m b in e d  e x t r a c t s ,  5 . 0  m l o f  e t h e r  w as a d d e d  
a n d  t h e  r e s u l t i n g  s o l u t i o n  w as w a sh e d  w i t h  3 .0  m l o f  
d i s t i l l e d  w a t e r .  T he  a q u e o u s  l a y e r  w as d i s c a r d e d  a n d  t h e  
e t h e r  l a y e r ,  w h ic h  c o n t a i n e d  a l l  t h e  p o r p h y r i n s ,  w as 
e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s .  E ach  e x t r a c t i o n  s t e p  w as f o l l o w e d  
b y  v ie w in g  w i t h  a  lo n g -w a v e  u l t r a v i o l e t  la m p . T he 
p o r p h y r i n s  w e re  r e s u s p e n d e d  i n  a c e t o n e : m e t h a n o l  a n d  t h e  
h e m in  w as re m o v e d  b y  t h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  a s  d e s c r i b e d  
a b o v e .  T he f l u o r e s c e n t  b a n d  w as re m o v e d , r e s u s p e n d e d  i n  
e t h y l  a c e t a t e : a c e t i c  a c i d  ( 3 : 1 ,  v / v )  a n d  e x t r a c t e d  i n t o  
e t h e r .  T he  e t h e r  w as e v a p o r a t e d  a n d  t h e  p o r p h y r i n  s a m p le  
w as r e s u s p e n d e d  i n  a c e t o n e : m e th a n o l , s p o t t e d  o n to  a  S i l i c a  
G e l 60  p l a t e  a n d  d e v e lo p e d  w i t h  2 , 6 - l u t i d i n e : 0 . 0 5  N 
ammonium h y d r o x i d e .  T h e  s e p a r a t e d  f l u o r e s c e n t  p o r p h y r i n  
b a n d s  w e re  re m o v e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  a c e t o n e : m e t h a n o l .
F l u o r e s c e n c e  o f  e a c h  p o r p h y r i n  w as q u a n t i t a t e d  i n  a  P e r k i n -  
E ln ie r  L S -3  f l u o r e s c e n c e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  w i t h  a n  
e x c i t a t i o n  w a v e le n g th  o f  4 0 2  nm. E m is s io n  w as m e a s u re d  
f ro m  550  nm t o  650 nm. T he  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  co m pounds 
w as d e t e r m in e d  b y  c o m p a r in g  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  p e a k  w i t h  a  
s t a n d a r d  c u r v e .  T he  s t a n d a r d  c u r v e s  w e re  p r e p a r e d  b y  
d i s s o l v i n g  t h e  c o p r o p o r p h y r i n  a n d  p r o t o p o r p h y r i n  s t a n d a r d s  
i n  10  p i  p r o t o s o l v e  ( P o r p h y r i n  P r o d u c t s ,  L o g a n , U t . )  a n d  
d i l u t e d  i n  a c e t o n e : m e t h a n o l  ( 7 : 2 ,  v / v ) .  T he f l u o r e s c e n c e  
e m is s io n  o f  know n c o n c e n t r a t i o n s  o f  p r o t o p o r p h y r i n  w e re  
r e c o r d e d  o n  a  P e r k in - E lm e r  R 100A c h a r t  r e c o r d e r  a n d  t h e  
a r e a  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  p e a k s  d e t e r m i n e d  b y  c u t t i n g  o u t  
t h e  p e a k  a n d  m e a s u r in g  t h e  w e i g h t .  C o n c e n t r a t i o n  v e r s u s  
w e ig h t  w as p l o t t e d .  S a m p le  p r o t o p o r p h y r i n  p e a k s  w e re  c u t  
o u t  a n d  w e ig h e d  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  r e a d  f ro m  t h e  
s t a n d a r d  c u r v e .  C o p r o p o r p h y r in  w as d i l u t e d  i n  
a c e t o n e : m e t h a n o l  a n d  a b s o r b a n c e  a t  401  nm o n  a  P e r k in - E lm e r  
L S -3  d u a l  beam  s p e c t r o p h o t o m e t e r  w as m e a s u r e d .
C o n c e n t r a t i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n  w as d e t e r m in e d  u s i n g  t h e  
e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  4 89  ( 1 2 1 ) .  T h i s  c o p r o p o r p h y r i n  
s o l u t i o n  w as d i l u t e d  t o  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  t h e  
f l u o r e s c e n c e  m e a s u r e d .  T he  f l u o r e s c e n t  p e a k s  w e re  c u t  o u t ,  
w e ig h e d ,  a n d  a  s t a n d a r d  c o p r o p o r p h y r i n  c u r v e  p l o t t e d .
S a m p le  c o p r o p o r p h y r i n  p e a k s  w e re  c u t  o u t  a n d  w e ig h e d  a n d  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  r e a d  f ro m  t h e  s t a n d a r d  c u r v e .
E n zy me A s s a y s .
C e l l s  w e re  g ro w n  h e t e r o t r o p h i c a l l y  i n  RCV m edium  
c o n t a i n i n g  e i t h e r  0 .0 4  mM h e m in  o r  20 nM b i o t i n  a t  3 7 °C 
w i t h  s lo w  s h a k i n g .  C u l t u r e s  w e re  h a r v e s t e d  i n  l a t e  
e x p o n e n t i a l  p h a s e  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  5 ,0 0 0  x  g  f o r  15 
m i n u t e s .  T he c e l l  p e l l e t  w as r e s u p e n d e d  i n  1 . 0  ml o f  c o l d  
50 mM T r i s - c h l o r i d e ,  pH 7 . 8 ,  p e r  g ram  p e r  w e t  w e i g h t .  T he 
c e l l - f r e e  e x t r a c t  f o r  t h e  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  a s s a y  
w as p r e p a r e d  b y  p a s s a g e  t h r o u g h  a  c h i l l e d  F r e n c h  p r e s s u r e  
c e l l  a t  1 8 ,0 0 0  p s i  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 ,0 0 0  x  g  f o r  15 
m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t ,  t e r m e d  c r u d e  e x t r a c t ,  w as s t o r e d  
a t  - 2 0 °C . A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  c e l l - f r e e  e x t r a c t  w as 
p r e p a r e d  b y  a d d i t i o n  o f  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  t o  a  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .1 % , f o l l o w e d  b y  t h r e e - 1 5  s e c o n d  b u r s t s  
o f  s o n i c a t i o n  o n  i c e  u s i n g  a  M odel W -220 s o n i c a t o r  ( H e a t  
S y s t e m s - U l t r a s o n i c s ,  I n c . ) .  T he e x t r a c t  w as c e n t r i f u g e d  a t
1 2 ,0 0 0  x  g  f o r  15 m in u te s  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w as s t o r e d  a t  
- 2 0 °C ( 1 2 1 ) .  P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  e x t r a c t s  w as 
m e a s u r e d  b y  t h e  m e th o d  o f  L ow ry  a l . (7 9 )  o r  b y  t h e  d y e  
b i n d i n g  m e th o d  o f  B r a d f o r d  ( 1 4 ) ,  w i t h  c r y s t a l l i z e d  b o v in e  
s e ru m  a lb u m in  a s  s t a n d a r d .
T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  f o r  m e a s u re m e n t  o f  p r o t o p o r p h y r i n  
fo rm e d  fro m  a m i n o l e v u l i n a t e  o r  p o r p h o b i l i n o g e n  a s  s u b s t r a t e  
c o n t a i n e d  100 mM p o ta s s iu m  p h o s p h a te  b u f f e r ,  pH 7 . 5 ,  10 mM 
so d iu m  c y a n i d e ,  10 mM s o d iu m  t h i o g l y c o l l a t e ,  1 . 0 - 2 . 0  mg
enzyme extract, and 2 mM aminolevulinate or 0.3 mM 
porphobilinogen (113). The reaction volume was 1.0 ml.
The protoporphyrinogen oxidase reaction mixture contained 
0.27 ml freshly prepared protoporphyrinogen, loo mM Tris- 
chloride, pH 8.0, 1 mM ethylenediarainetetraacetjc, pH 8.0,
2.0 mg enzyme extract, and distilled water to a final 
volume of 1.0 ml (58). Biotin was added to the reaction 
mixture to a final concentration of 200 pM. The change in 
absorbance at 633 nm was followed in a Perkin-Elmer Lambda 
3B dual bean spectrophotometer. The reference cuvettes 
contained an identical reaction mixture except that the 
enzyme extract was pretreated with Proteinase K (Type XI; 
Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) at a concentration of 
0,1 mg per mg protein for 12 hours at 25*C under nitrogen 
gas. Specific activity (nmoles protoporphyrin formed per 
hour per mg protein) was calculated using an extinction 
coefficient of 6.6. This value was obtained by measuring 
the absorbance at 633 nm of known concentrations of 
protoporphyrin added to the reaction mixtures to yield a 
standard protoporphyrin curve.
Crossfeedino Studies.
AJB544 was grown overnight in PYE broth, diluted 
twenty-fold into RCV liquid medium and allowed to grow 
overnight. Cells were harvested by centrifugation, washed 
and resuspended in RCV liquid medium. £. coli biotin
m u ta n t s  w e re  g ro w n  o v e r n i g h t  i n  L - b r o t h , d i l u t e d  tw e n ty ­
f o l d  i n t o  m in im a l  A1 m edium  a n d  a l lo w e d  t o  g ro w  o v e r n i g h t .  
C e l l s  w e re  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  w a sh e d  w i t h  
m in im a l  A1 m edium  b e f o r e  p l a t i n g  o n t o  m in im a l  m edium .
T h e r e  w as e n o u g h  b i o t i n  p r e s e n t  t o  a l l o w  s m a l l  c o l o n i e s  t o  
fo r m . I n d i v i d u a l  c o l o n i e s  w e re  t r a n s f e r r e d  t o  RCV a g a r  
p l a t e s  c o n t a i n i n g  m a l a t e  a n d  g l u c o s e  u s i n g  a  s t e r i l e  
t o o t h p i c k  a n d  t e s t e d  f o r  t h e  a b i l i t y  t o  c r o s s f e e d ,  a n d  t o  
b e  c r o s s f e d  b y ,  A JB 544 c o l o n i e s .  T h e  s t r a i n s  t o  b e  t e s t e d  
w e re  s t r e a k e d  p e r p e n d i c u l a r  t o  o n e  a n o t h e r  e i t h e r  i n  p a i r s  
o r  w i t h  a l l  f i v e  s t r a i n s  p r e s e n t  o n  o n e  p l a t e  ( 2 7 , 9 3 ) .  f i . 
c o l i  s t r a i n  W3110 a n d  B- c a p s u l a t u s  s t r a i n  A JB478 w e re  u s e d  
a s  c o n t r o l s .
C h ro m a to g ra p h y  a n d  B io a u to a r a p h v  BiPtin Y ifcam eES.
C u l t u r e s  o f  A JB544 g ro w n  i n  R C V -hem in w e re  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n .  S u p e r n a t e n t s  f ro m  10 t o  100 m l o f  c u l t u r e  
w e re  p r e p a r e d  b y  c o n c e n t r a t i o n  e i t h e r  u s i n g  a  S p e e d -V a c  
c o n c e n t r a t o r  o r  b y  a d s o r p t i o n  o f  b i o t i n  v i t a m e r s  on  
c h a r c o a l  (1  g  p e r  100  m l) ( 9 4 )  a n d  e l u t i o n  w i t h  10 m l 
e t h a n o l : w a t e r : ammonium h y d r o x id e  ( 1 0 : 1 0 : 1 ,  v / v ) .  T he  
e l u a t e  v o lu m e  w as r e d u c e d  u s i n g  a  S p e e d -V a c  c o n c e n t r a t o r .  
0 . 0 1 - 0 . 0 2  m l o f  t h e  c o n c e n t r a t e d  s o l u t i o n s s  w e re  a p p l i e d  t o  
S i l i c a  G e l 60 (EM S c i e n c e ,  C i n c i n e t t i ,  O h . ) .
T h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  o f  b i o t i n  v i t a m e r s  w as 
p e r f o r m e d  u s i n g  a  n - b u t y l  a l c o h o l : w a t e r  ( 4 3 : 7 ,  v / v )  s o l v e n t  
s y s te m  (9 2 )  o r  a c e t i c  a c i d : a c e t o n e : m e t h a n o l : b e n z e n e  
( 5 : 5 : 2 0 : 7 0 ,  v / v )  s o l v e n t  s y s te m  ( 1 2 ) .  B i o t i n  a n d  
d e t h i o b i o t i n  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  s e r v e d  a s  s t a n d a r d s  o n  t h e  
c h ro m a to g ra m . Rf s  w e re  d e t e r m in e d  f o r  t h e  b i o t i n  a n d  
d e t h i o b i o t i n  s t a n d a r d s  b y  d e v e lo p m e n t  o f  t h e  c h ro m a to g ra m  
a f t e r  b r i e f  d r y i n g  b y  a  c h l o r i n e - t o l i d i n e  d e t e c t i o n  s y s te m  
( 6 4 ) .  T h i s  s y s te m  a l l o w s  t h e  d e t e c t i o n  o f  n i t r o g e n -  
c o n t a i n i n g  co m p o u n d s b y  c o n v e r s i o n  i n t o  c h l o r a m i n e s .  T he 
s i l i c a  g e l  p l a t e  w as p l a c e d  i n  a  TLC c h a m b e r  t o  p r o v i d e  a n  
a tm o s p h e r e  o f  c h l o r i n e  f o r  1 5 -2 0  m i n u t e s .  T he  c h l o r i n e  w as 
p r e p a r e d  f ro m  a  m i x t u r e  o f  1 .5%  p o ta s s iu m  p e rm a n g a n a te : lo %  
h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 1 : 1 ,  v / v ) .  E x c e s s  c h l o r i n e  w as re m o v e d  
b y  a l l o w i n g  t h e  p l a t e s  t o  s t a n d  f o r  5 -1 0  m in u te s  i n  a  h o o d . 
T h e  s p r a y  r e a g e n t  c o n s i s t e d  o f  16  mg o - t o l i d i n e  d i s s o l v e d  
i n  3 .0  m l a c e t i c  a c i d ,  f o l l o w e d  b y  d i l u t i o n  t o  5 0 .0  m l w i t h  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  0 .1  g  p o t a s s iu m  i o d i d e  t h e n  a d d e d .  A 
c o r n e r  o f  t h e  c h ro m a to g ra m  w as f i r s t  s p r a y e d  t o  e s t a b l i s h  
i f  c h l o r i n e  h a d  b e e n  c o m p l e t e l y  re m o v e d . I f  n o  b l u e  c o l o r  
w as d e t e c t e d ,  t h e  s i l i c a  g e l  p l a t e  w as s p r a y e d  o n l y  i n  t h e  
a r e a  c o n t a i n i n g  t h e  s t a n d a r d s .  T he  a r e a s  i n  t h e  s a m p le  
l a n e s  t h a t  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  b i o t i n  s t a n d a r d  s p o t  a n d  t o  
t h e  d e t h i o b i o t i n  s t a n d a r d  s p o t  w e re  re m o v e d  f ro m  t h e  s i l i c a  
g e l  p l a t e  a n d  a d d e d  t o  s e p a r a t e  s t e r i l e  t u b e s .  0 .5  m l 
d i s t i l l e d  w a t e r  w as a d d e d  t o  e l u t e  t h e  b i o t i n  v i t a m e r s .
T h e  t u b e s  w e re  v o r t e x e d  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  t o  p e l l e t  t h e  
s i l i c a  g e l  s c r a p i n g s .  T he s u p e r n a t a n t s  w e re  a d d e d  t o  3 .5  
m l m in im a l A1 m edium  a n d  f i l t e r  s t e r i l i z e d .  T h i s  p r o c e d u r e  
w as a l s o  p e r f o r m e d  f o r  b i o t i n  a n d  d e t h i o b i o t i n  s t a n d a r d s  
t h a t  h a d  n o t  b e e n  s p r a y e d .  T h e  m in im a l  A1 m e d ia  c o n t a i n i n g  
e i t h e r  s a m p le  b i o t i n  o r  d e t h i o b i o t i n  o r  s t a n d a r d  b i o t i n  o r  
d e t h i o b i o t i n  w as a d d e d  t o  t e s t  t u b e s .  T he t e s t  t u b e s  w e re  
i n o c u l a t e d  w i t h  1 .0  m l o f  b io B  o r  b io D  £ .  c o l i  m u ta n t s  t h a t  
h a d  b e e n  s t a r v e d  f o r  b i o t i n  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° c  o n  a  
r o l l e r  d ru m . G ro w th  w as f o l l o w e d  f o r  2 4 -3 6  h o u r s  b y  
m e a s u re m e n t w i t h  a  K le t t - S u m m e r s o n  c o l o r i m e t e r  (R ed  
f i l t e r ) .
C o n ju g a t io n  E x p e r im e n ts
F o r  TnS m u ta g e n e s i s  e x p e r i m e n t s ,  t h e  p l a t e  m a t in g  
m e th o d  o f  H a r r s  (8 2 )  w as m o d i f i e d .  H a t i n g s  w e re  p e r f o r m e d  
b y  m ix in g  1 . 0  m l o f  a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  o f  t h e  f i .  
c a p s u l a t u s  r e c i p i e n t  w i t h  0 .2  m l o f  t h e  £ .  c o l i  d o n o r  
s t r a i n  S 1 7 -1  ( 1 1 7 ) .  T he m i x t u r e  w as c e n t r i f u g e d  t o  p e l l e t  
t h e  c e l l s .  T he  s u p e r n a t a n t  w as re m o v e d  a n d  t h e  c e l l s  w e re  
r e s u s p e n d e d  i n  0 .1  m l RCV. I n s t e a d  o f  p l a t i n g  t h e  m a t in g  
m i x t u r e  d i r e c t l y  o n t o  d r y  a g a r  p l a t e s ,  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  
w as s p o t t e d  o n t o  a  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  d i s c  t h a t  h a d  
p r e v i o u s l y  b e e n  p l a c e d  o n  a  d r y  RCV a g a r  p l a t e .  A f t e r  4 
h o u r s  o f  i n c u b a t i o n  a t  2 5 °C , t h e  f i l t e r  d i s c  w as p l a c e d  i n
a  s t e r i l e  m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e  u s i n g  s t e r i l e  f o r c e p s  a n d
1 .0  m l RCV m edium  w as a d d e d .  T h e  t u b e  w as v o r t e x e d  t o  
re m o v e  t h e  c e l l s  f ro m  t h e  f i l t e r  f o l l o w e d  b y  r e m o v a l  o f  t h e  
f i l t e r  d i s c .  T he c e l l s  w e re  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  re m o v e d . T he c e l l s  w e re  r e s u s p e n d e d  i n  
0 .1  m l RCV a n d  p l a t e d  o n t o  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 .1  
mM h e m in  o r  0 .1  mM p o r p h o b i l i n o g e n  a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  
a n t i b i o t i c s .  F o r  p l a t i n g  o f  c o l o n i e s  t o  b e  s c r e e n e d  f o r  
f l u o r e s c e n c e ,  s m a l l e r  a l i q u o t s  o f  t h e  r e s u s p e n d e d  c e l l s  
w e re  p l a t e d  t o  g i v e  a p p r o x i m a t e l y  50  c o l o n i e s  p e r  p l a t e .
T he p l a t e s  w e re  i n c u b a t e d  a t  3 7 " c .
T r i p a r e n t a l  m a t in g s  w e re  p e r f o r m e d  b y  m ix in g  1 .0  m l o f  
a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  o f  t h e  B* c a o s u l a t u s  r e c i p i e n t  w i t h  
0 .2  m l e a c h  o f  a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  o f  £ .  c o l i  s t r a i n  HB101 
( 1 3 )  c o n t a i n i n g  t h e  h e l p e r  p l a s m id  pRK2013 ( 3 3 )  a n d  a n  £ .  
c o l i  s t r a i n  c o n t a i n i n g  t h e  c o s m id  o r  o t h e r  p l a s m id  t o  b e  
m o b i l i z e d .  T he m i x t u r e  w as c e n t r i f u g e d ,  r e s u s p e n d e d  i n  0 .1  
m l RCV, a n d  s p o t t e d  o n t o  a  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  d i s c  o n  an  
RCV a g a r  p l a t e .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  2 5 °C o v e r n i g h t ,  t h e  
f i l t e r  w as p l a c e d  o n  a  f r e s h  a g a r  p l a t e  c o n t a i n i n g  t h e  
a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s ,  a n d  t h e  m a t in g  m i x t u r e  w as s p r e a d  
o v e r  t h e  s u r f a c e .
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Plasmid Preparations.
P la s m id  m i n i p r e p s  w e re  p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  
p r o c e d u r e s  o f  B irn b o im  a n d  D o ly  (9 )  o r  H o lm es a n d  Q u ig le y  
( 5 0 ) .  The B ir n b o im  a n d  D o ly  p r o c e d u r e  w as u s e d  p r i m a r i l y  
t o  i s o l a t e  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  p l a s m i d  DNA fro m  R . 
c a o s u l a t u s  c e l l s ,  c o l o n i e s  c o n t a i n i n g  p l a s m i d s  w e re  g ro w n  
o v e r n i g h t  i n  2 . 0  m l PYE b r o t h  w i t h  s h a k i n g  a t  3 7 °C . A 
m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e  c o n t a i n i n g  1 .5  m l o f  t h e  c u l t u r e  w as 
c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w as a s p i r a t e d .  T he c e l l s  
w e re  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 1  m l o f  25  mM T r i s - c h l o r i d e ,  pH 8 . 0 ,  
c o n t a i n i n g  50  mM g l u c o s e ,  10 mM d i s o d iu m  e t h y l e n e d i a m i n e -  
t e t r a a c e t i c  a c i d  (ED TA ), a n d  5 mg ly s o z y m e  p e r  m l .  T he 
c e l l s  w e re  v o r t e x e d  a n d  i n c u b a t e d  a t  2 5 °C f o r  5 m i n u t e s .
0 .2  m l o f  0 .2  N s o d iu m  h y d r o x id e  c o n t a i n i n g  1% s o d iu m  
d o d e c y l  s u l f a t e  w as a d d e d .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  4°C  f o r  5 
m i n u t e s ,  0 .1 5  m l o f  3 M s o d iu m  a c e t a t e ,  pH 4 . 8 ,  w as a d d e d .  
I n c u b a t i o n  a t  4 aC w as c o n t i n u e d  f o r  a n o t h e r  10 m in u te s  a n d  
t h e  t u b e  w as t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  5 m i n u t e s .  T he 
s u p e r n a t a n t  w as  re m o v e d , t h e  p e l l e t  w as d i s s o l v e d  i n  a  w ash  
s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 .1  M s o d iu m  a c e t a t e  a n d  50 mM 
t r i s - c h l o r i d e ,  pH 8 . 0 ,  a n d  0 .3  m l c o l d  95% e t h a n o l  w as 
a d d e d .  T he t u b e  w as i n c u b a t e d  a t  - 7 0 °C f o r  5 m i n u t e s .  
P la s m id  DNA w as p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m in u te s  
a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w as re m o v e d . T he p l a s m id  DNA p e l l e t  
w as a g a i n  d i s s o l v e d  i n  t h e  w a sh  s o l u t i o n  a n d  e t h a n o l
p r e c i p i t a t e d  a t  - 7 0 ° c .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m i n u t e s ,  
t h e  DNA p e l l e t  w as d r i e d  i n  a  v acu u m  d e s s i c a t o r  f o r  15 
m i n u t e s .  T he DNA p e l l e t  w as t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  20 p i  o f  
s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  F o r  r o u t i n e  m i n i p r e p s  o f  p la s m id  
DNA f ro m  £ .  c o l i  c e l l s ,  t h e  p r o c e d u r e  o f  H olm es a n d  Q u ig le y  
w as u s e d .  C o l o n i e s  c o n t a i n i n g  p l a s m i d s  w e re  g ro w n  
o v e r n i g h t  i n  2 .0  m l L - b r o t h  a t  3 7 °C w i t h  s h a k i n g .  C e l l s  
w e re  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  o f  0 .5  m l o f  t h e  c u l t u r e  
a n d  r e s u s p e n d e d  i n  0 .0 5  m l o f  10 mM t r i s - c h l o r i d e ,  pH 8 . 0 ,  
c o n t a i n i n g  8 .0%  s u c r o s e ,  0 .5%  T r i t o n  X -1 0 0 , a n d  50 mM EDTA, 
f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  2 . 0  p i  o f  a  10  mg l y s o 2yme p e r  m l 
s o l u t i o n .  T h e  t u b e  w as b o i l e d  f o r  40  s e c o n d s ,  f o l l o w e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  f o r  10  m i n u t e s .  A s t e r i l e  t o o t h p i c k  w as 
u s e d  t o  re m o v e  t h e  p e l l e t  a n d  0 .1 5  m l c o l d  95% e t h a n o l  w as 
a d d e d .  T he t u b e  w as m ix e d  g e n t l y  a n d  i n c u b a t e d  a t  - 2 0 °C 
f o r  10 m i n u t e s .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  10 m i n u t e s ,  t h e  
DNA p e l l e t  w as d r i e d  u n d e r  v acu u m  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1 5 .0  
p i  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .
L a r g e  s c a l e  c e s iu m  c h l o r i d e  p l a s m id  p r e p a r a t i o n s  w e re  
p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  s i d i k a r o  a n d  N om ura 
( 1 1 6 ) .  One l i t e r  o f  c u l t u r e  w as g ro w n  o v e r n i g h t  i n  L - b r o t h  
c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s .  T he c e l l s  w e re  
h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  c e l l s  s p r e a d  i n  a  t h i n  
l a y e r  o n  p a r a f i l m .  T he  c e l l s  w e re  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  a t  
l e a s t  1 h o u r  a t  - 7 0 "C . T he f r o z e n  c e l l s  w e re  t r a n s f e r r e d  
t o  a  b e a k e r  a n d  th a w e d  o n  i c e  i n  1 5 .0  m l o f  50 mM t r i s -
c h l o r i d e ,  pH 8 . 0 ,  c o n t a i n i n g  25% s u c r o s e  p e r  l i t e r  o f  
c u l t u r e .  P o w d e re d  ly s o z y m e  w as a d d e d  t o  a  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  30 mg p e r  l i t e r  o f  c u l t u r e .  F o l lo w in g  
i n c u b a t i o n  f o r  10 m in u te s  o n  i c e ,  5 . 0  m l o f  50 mM t r i s -  
c h l o r i d e ,  pH 8 . 0 ,  c o n t a i n i n g  0 .2 5  M EDTA w as a d d e d .
F o l lo w e d  b y  a  s e c o n d  10 m in u te  i n c u b a t i o n  o n  i c e ,  7 .0  ml o f  
5 M s o d iu m  c h l o r i d e  a n d  3 .0  m l o f  10% s o d iu m  d o d e c y l  
s u l f a t e  w as s l o w l y  a d d e d .  T he b e a k e r  w as s w i r l e d  a n d  
i n c u b a t e d  on  i c e  f o r  20 m i n u t e s .  T h i s  s u s p e n s i o n  w as 
t r a n s f e r r e d  t o  a  c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 5 ,0 0 0  
rpm  f o r  1 h o u r  i n  a  S o r v a l l  GSA r o t o r .  T h e  s u p e r n a t a n t  w as 
t h e n  d e c a n t e d  i n t o  a  t e f l o n  c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  a n  e q u a l  
v o lu m e  o f  c o l d  20% p o l y e t h y l e n e  g ly c o l - 6 %  s o d iu m  c h l o r i d e  
w as a d d e d ,  f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  a t  4°C  f o r  20 m i n u t e s .
T h e  t u b e  w as c e n t r i f u g e d  a t  5000  rpm  f o r  5 m in u te s  a n d  t h e  
p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  3 .5  m l o f  10 mM t r i s - c h l o r i d e ,  pH 
8 . 0 ,  c o n t a i n i n g  1 mM EDTA (T E ) .  An e q u a l  v o lu m e  o f  
c h l o r o f o r m  w as a d d e d ,  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  5000  
rpm  f o r  10 m i n u t e s .  T he  t o p  a q u e o u s  l a y e r  w as t r a n s f e r r e d  
t o  a  10 m l g r a d u a t e d  c y l i n d e r .  T he v o lu m e  w as b r o u g h t  u p  
t o  4 .0  m l w i t h  T E , a n d  4 .0  g ra m s  o f  c e s iu m  c h l o r i d e  a n d  0 .3  
m l o f  10 mg e t h i d i u m  b ro m id e  p e r  m l w as a d d e d .  A f t e r  
m ix in g ,  t h e  s u s p e n s i o n  w as t r a n s f e r r e d  t o  a n  
u l t r a c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  c e n t r i f u g e d  o v e r n i g h t  a t  50K rpm  
i n  a  B eckm an V T i65  r o t o r  (B eckm an  I n s t r u m e n t s ,  I n c ,  S an  
R am on, C a . ) .  T he lo w e r  p l a s m id  b a n d  w as c o l l e c t e d  u s i n g  a
1 .0  m l s y r i n g e  a n d  a  20 g a u g e  n e e d l e .  T h e  e t h i d i u m  b ro m id e  
w as re m o v e d  b y  e x t r a c t i n g  2 -3 x  w i t h  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  s e c -  
b u t a n o l .  T h e  p la s m id  DNA w as p r e c i p i t a t e d  b y  i n c u b a t i o n  
w i t h  3 v o lu m e s  o f  c o l d  95% e t h a n o l  a t  - 7 0  "C f o r  20 m i n u t e s ,  
f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  8 ,0 0 0  rpm  f o r  15 m i n u t e s .
T he DNA p e l l e t  w as r e s u s p e n d e d  i n  1 .0  m l s t e r i l e  d i s t i l l e d  
w a t e r ,  0 .1  m l o f  3 M s o d iu m  a c e t a t e  a n d  3 .3  m l o f  c o l d  95% 
e t h a n o l  w as a d d e d ,  f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  a t  - 7 0 " c  f o r  20 
m i n u t e s .  T he t u b e  w as c e n t r i f u g e d  a t  8 ,0 0 0  rpm  f o r  15 
m i n u t e s ,  t h e  DNA p e l l e t  w as d r i e d  u n d e r  v acu u m  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  2 00  | i l  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  P la s m id  DNA 
s o l u t i o n s  w e re  s t o r e d  a t  - 2 0 " c .  DNA c o n c e n t r a t i o n s  w e re  
d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r in g  a b s o r b a n c e  o f  a  d i l u t e d  DNA 
s o l u t i o n  a t  260  nm i n  a  P e r k i n - E l m e r  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  A t 
260  nm , 1 O .D . u n i t  i s  e q u a l  t o  50 p.g DNA p e r  m l.
c o m p e te n t  C e l l  P r e p a r a t i o n  and Transformation Erosedurs.
C e l l s  w e re  m ade c o m p e te n t  u s i n g  t h e  r u b id i u m  c h l o r i d e  
p r o c e d u r e  o f  K u s h n e r  ( 8 0 ) .  T en  m l o f  L - b r o t h  w as 
i n o c u l a t e d  w i t h  0 .0 5  m l o f  a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  a n d  g ro w n  
w i t h  v i g o r o u s  s h a k i n g  a t  3 7 °C u n t i l  a  c e l l  d e n s i t y  o f  
a p p r o x i m a t e l y  5 x  1 0 7 c e l l s  p e r  m l w as r e a c h e d ,  u s u a l l y  i n  
2 t o  4 h o u r s .  C e l l s  w e re  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  o f
2 .0  m l c u l t u r e  f o r  l  m in u te  a t  1 4 ,0 0 0  rpm  i n  a n  E p p e n d o r f  
m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e .  T h e  c e l l s  w e re  g e n t l y  r e s u s p e n d e d  i n
1 .0  m l 10  mM m o r p h o l in o p r o p a n e  s u l f o n i c  a c i d ,  pH 7 . 0 ,  
c o n t a i n i n g  10 mM r u b id i u m  c h l o r i d e ,  f o l l o w e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n .  T he s u p e r n a t a n t  w as re m o v e d  a n d  t h e  c e l l  
p e l l e t  w a s  g e n t l y  r e s u s p e n d e d  i n  1 .0  m l o f  100  mM 
m o r p h o l in o p r o p a n e  s u l f o n i c  a c i d ,  pH 6 . 5 ,  c o n t a i n i n g  50  mM 
c a l c iu m  c h l o r i d e  a n d  10  mM r u b id i u m  c h l o r i d e .  T he 
s u s p e n s i o n  w as p l a c e d  o n  i c e  f o r  15 m i n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  f o r  1 m in u te  a t  1 4 ,0 0 0  rp m . T h e  c e l l  p e l l e t  
w as g e n t l y  r e s u s p e n d e d  i n  0 .2  m l o f  t h e  sam e b u f f e r  a n d  3 .0  
i l l  o f  d i m e t h y l s u l f o x i d e  w as a d d e d .
F o r  t r a n s f o r m a t i o n s ,  1 -2 0 0  n g  o f  p l a s m id  DNA w as a d d e d  
t o  t h e  c o m p e te n t  c e l l s  a n d  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  30 m i n u t e s .  
T he  c e l l s  w e re  t h e n  h e a t  s h o c k e d  i n  a  w a t e r  b a t h  a t  4 3 - 4 4 °C 
f o r  30 s e c o n d s .  The c e l l s  w e re  d i l u t e d  w i t h  5 .0  m l L - b r o t h  
a n d  i n c u b a t e d  f o r  1 h o u r  a t  3 7 ° c  w i t h o u t  s h a k i n g ,  a n d  
p l a t e d  o n  t h e  a p p r o p r i a t e  m ed iu m .
C h ro m o so m al D M  P r e p a r a t i o n s .
C h ro m o so m al DNA w as p r e p a r e d  b y  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  
m e th o d s  o f  C o s lo y  aJL. ( 2 5 )  a n d  M arm ur ( 8 1 ) .  Two l i t e r s  
o f  c u l t u r e s  w e re  g ro w n  o v e r n i g h t  a t  3 7 " c  a n d  t h e  c e l l s  w e re  
h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  w a sh e d  w i t h  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
50  m l 50  mM t r i s - c h l o r i d e ,  pH 8 . 0 ,  c o n t a i n i n g  4 mM d i s o d iu m  
e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  (EDTA) a n d  1% s o d iu m  
c h l o r i d e  (T E S ) . P r o t e i n a s e  K w as a d d e d  t o  g i v e  a  f i n a l
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c o n c e n t r a t i o n  o f  1 mg p e r  m l ,  a n d  5 .0  m l o f  1 M t r i s -  
c h l o r i d e ,  pH 8 . 0 ,  c o n t a i n i n g  10% s o d iu m  d o d e c y l  s u l f a t e  w as 
a d d e d .  A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  60 m in u te s  a t  4 2 °C , t h e  
s u s p e n s i o n  w as e x t r a c t e d  2 t o  3 t i m e s  w i t h  TES s a t u r a t e d  
p h e n o l ,  f o l l o w e d  b y  r e p e a t e d  e x t r a c t i o n s  w i t h  
c h l o r o f o r m / i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 4 : 1 ,  v / v )  u n t i l  l i t t l e  o r  n o  
w h i t e  p r e c i p i t a t e  w as s e e n  a t  t h e  i n t e r f a c e .  T he DNA w as  
p r e c i p i t a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  3 v o lu m e s  o f  i s o p r o p a n o l ,  1 
v o lu m e  o f  3 M so d iu m  a c e t a t e ,  pH 4 . 8 ,  f o l l o w e d  b y  
i n c u b a t i o n  f o r  10 m in u te s  a t  room  t e m p e r a t u r e .  T he 
s o l u t i o n  w as c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  DNA p e l l e t  w as d r i e d  u n d e r  
v a c u u m . T h e  p e l l e t  w as r e s u s p e n d e d  i n  200 t i l  s t e r i l e  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  s t o r e d  a t  4°c o v e r  c h l o r o f o r m .
R e s t r i c t i o n  Enzvm e D i g e s t s . . L i g a t i o n s , a n d  E l e c t r o p h o r e s i s  
q£ DNA.
R e s t r i c t i o n  enzym e d i g e s t s  u s i n g  1 pig o f  DNA w e re  
p e r f o r m e d  i n  1 0 .0  pil v o lu m e s  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  r e a c t i o n  
b u f f e r s  ( B e th e s d a  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s ,  G a i t h e r s b u r g ,
M d .) .  D i g e s t i o n  t e m p e r a t u r e s  a n d  i n c u b a t i o n  t i m e s  w e re  a s  
s p e c i f i e d  b y  t h e  enzym e m a n u f a c t u r e r .  F o u r  t i l  o f  g e l -  
l o a d i n g  b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  0 .25%  b ro m p h e n o l b l u e ,  0 .25%  
x y l e n e  c y a n o l ,  a n d  40% s u c r o s e  i n  w a t e r  w e re  a d d e d  t o  t h e  
d i g e s t i o n s  p r i o r  t o  e l e c t r o p h o r e s i s .  S a m p le s  w e re  lo a d e d  
o n t o  h o r i z o n t a l  0 .7%  a g a r o s e  g e l s  p r e p a r e d  i n  0 .0 4  M t r i s -
a c e t a t e ,  c o n t a i n i n g  1 mM e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d .  
T h e  g e l s  a l s o  c o n t a i n e d  0 .1  (ig e t h i d i u m  b ro m id e  p e r  m l .  
E l e c t r o p h o r e s i s  w as c a r r i e d  o u t  a t  75  v o l t s  u n t i l  t h e  d y e  
h a d  m i g r a t e d  a n  a p p r o p r i a t e  d i s t a n c e  f o r  v ie w in g  t h e  
r e l e v a n t  DNA f r a g m e n t s  b y  p l a c i n g  t h e  g e l  o n  a  uv 
t r a n s i l l u m i n a t o r .  S t a n d a r d  m o l e c u l a r  w e ig h t  m a r k e r s  w e re  
g e n e r a t e d  b y  d i g e s t i o n  o f  la m b d a  DNA w i t h  H in d u I .
F o r  l i g a t i o n  o f  DNA a f t e r  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c le a s e  
d i g e s t i o n ,  t h e  DNA w as p r e c i p i t a t e d  b y  a d d in g  3 v o lu m e s  o f  
c o l d  95% e t h a n o l  a n d  o n e - t e n t h  v o lu m e  o f  3 M s o d iu m  
a c e t a t e ,  f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  a t  - 7 0 "C f o r  10 m i n u t e s .
T he DNA w as r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m in u te s  a t
1 4 ,0 0 0  rpm  a n d  d r i e d  u n d e r  v a cu u m . T h e  DNA w as r e s u s p e n d e d  
i n  7 .0  i l l  O f s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a n d  2 .0  n l  5X T4 
l i g a s e  b u f f e r  ( B e th e s d a  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s ,
G a i t h e r s b u r g ,  M d .) ,  a n d  1 .0  [ i l  T4 l i g a s e  ( B e th e s d a  R e s e a r c h  
L a b o r a t o r i e s ,  G a i t h e r s b u r g ,  M d .) w as a d d e d .  T h i s  l i g a t i o n  
m i x t u r e  w as i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  1 5 °C a n d  t h e n  u s e d  t o  
t r a n s f o r m  t h e  a p p r o p r i a t e  s t r a i n s .
DH& H y b r i d i z a t i o n s .
T r a n s f e r  o f  DNA f r a g m e n t s  t o  n i t r o c e l l u l o s e  w as 
a c c o m p l i s h e d  u s i n g  t h e  p r o c e d u r e  o f  S o u th e r n  ( 1 1 9 ) .  DNA 
f r a g m e n t s  w e re  s e p a r a t e d  o n  0 .7%  a g a r o s e  g e l s  a n d  t h e  
a p p r o p r i a t e  g e l  l a n e s  c u t  o u t .  T he g e l  l a n e s  w e re
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t r a n s f e r r e d  t o  a  b a k in g  d i s h  a n d  i n c u b a t e d  i n  1 .5  M s o d iu m  
h y d r o x id e  c o n t a i n i n g  0 . 5  M s o d iu m  c h l o r i d e  f o r  20 m i n u t e s ,  
s lo w in g  s h a k i n g  o n  a  r o c k e r  p l a t f o r m .  T h i s  s o l u t i o n  w as 
re m o v e d  a n d  t h e  g e l  w as i n c u b a t e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  5 
m i n u t e s ,  s l o w l y  s h a k i n g .  T he  w a t e r  w as  re m o v e d  a n d  t h e  g e l  
l a n e s  w e re  i n c u b a t e d  i n  0 .5  M t r i s - c h l o r i d e ,  pH 7 . 0 ,  
c o n t a i n i n g  3 M s o d iu m  c h l o r i d e  f o r  20 m i n u t e s ,  s l o w ly  
s h a k i n g .  T he DNA f r a g m e n t s  w e re  t r a n s f e r r e d  b y  b l o t t i n g  
t h e  n i t r o c e l l u l o s e  m em brane f o r  24 h o u r s .  T he 
n i t r o c e l l u l o s e  m em brane  w as w a sh e d  i n  2X SSC (IX  SSC = 0 .1 5  
M s o d iu m  c h l o r i d e  a n d  0 .1 5  M so d iu m  c i t r a t e ,  pH 7 . 0 ) ,  a n d  
d r i e d  a t  8 0 °C i n  a  v acu u m  o v e n  f o r  2 h o u r s .  T he 
n i t r o c e l l u l o s e  m em brane  w as s e a l e d  i n  a  b o i l a b l e  p l a s t i c  
b a g  w i t h  5 0 -1 0 0  p.1 o f  p r e h y b r i d i z a t i o n  m ix  p e r  cm o f  
m em brane f i l t e r .  T he  p r e h y b r i d i z a t i o n  m ix  c o n t a i n e d  5X 
D e n h a r d t 's  s o l u t i o n  ( 0 . 5  g  b o v in e  s e ru m  a lb u m in ,  0 . 5  g  
p o l y v i n y l p y r o l l i d o n e ,  a n d  0 .5  g  f i c o l l  i n  500  m l d i s t i l l e d  
w a t e r ) ,  100  jig  s a lm o n  s p e rm  DNA p e r  m l ( d e n a t u r e d  b y  
b o i l i n g ) ,  5X SSC, a n d  0 .5%  s o d iu m  d o d e c y l  s u l f a t e .  T he  b a g  
w as i n c u b a t e d  a t  6 5 °C f o r  1 h o u r .  T h e  p r e h y b r i d i z a t i o n  m ix  
w as re m o v e d  a n d  5 0 -1 0 0  \il o f  h y b r i d i z a t i o n  m ix  p e r  cm2 o f  
m em brane f i l t e r  w a s  a d d e d  a n d  t h e  b a g  s e a l e d .  T he 
h y b r i d i z a t i o n  m ix  w as t h e  sam e  a s  t h e  p r e h y b r i d i z a t i o n  m ix  
e x c e p t  d e n a t u r e d  r a d i o l a b e l l e d  p r o b e  DNA w as i n c l u d e d  
i n s t e a d  o f  s a lm o n  s p e rm  DNA. P r o b e  DNA w as r a d i o l a b e l l e d  
u s i n g  a  n i c k - t r a n s l a t i o n  r e a g e n t  k i t  ( B e th e s d a  R e s e a r c h
L a b o r a t o r i e s ,  G a i t h e r s b u r g ,  M d .) a n d  1 x  1 0 6 cpm o f  p r o b e  
w as a d d e d  t o  t h e  h y b r i d i z a t i o n  m ix .  T h e  s e a l e d  b a g  w as 
i n c u b a t e d  a t  6 5 °C o v e r n i g h t .  T h e  b l o t  w as w a sh e d  f o r  5 
m in u te s  i n  2X SSC c o n t a i n i n g  0 .5%  s o d iu m  d o d e c y l  s u l f a t e  a t  
25  "C , f o r  15  m in u te s  i n  2X SSC c o n t a i n i n g  0.1%  so d iu m  
d o d e c y l  s u l f a t e  a t  2 5 °C , 2 h o u r s  i n  0 .1 X  SSC c o n t a i n i n g  
0.5%  so d iu m  d o d e c y l  s u l f a t e  a t  6 5 ° C , a n d  f o l l o w e d  b y  a  
f i n a l  w a sh  i n  0 .1 X  SSC c o n t a i n i n g  0 .5%  s o d iu m  d o d e c y l  
s u l f a t e  a t  6 5 ° c  f o r  30 m i n u t e s .  T he  b l o t  w as d r i e d  a t  
2 5 °C , p l a c e d  o n t o  a  W hatm an f i l t e r  p a p e r  a n d  e x p o s e d  t o  
K odak  X-OMAT RP X - r a y  f i l m  (E a s tm a n  K odak  C o . ,  R o c h e s t e r ,  
N .Y .)  f o r  a u t o r a d i o g r a p h y .
RESULTS
Esta blishm ent Q£ S e l e c t i v e  G ro w th  C o n d i t i o n s .
To i s o l a t e  m u ta n t s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  h em e , i t  w as 
f i r s t  n e c e s s a r y  t o  e s t a b l i s h  t h e  g ro w th  c o n d i t i o n s  t h a t  
w o u ld  a l l o w  s u c h  m u ta n t s  t o  g ro w . An a m i n o l e v u l i n a t e -  
r e g u i r i n g  s t r a i n ,  A JB 5 2 9 , b lo c k e d  i n  t h e  f i r s t  s t e p  o f  t h e  
t e t r a p y r r o l e  p a th w a y  ( 1 3 2 ) ,  p r o v i d e d  a  s t r a i n  t o  d e t e r m i n e  
t h e  c o n d i t i o n s  n e c e s s a r y  t o  a l l o w  g r o w th  w i t h  e x o g e n o u s ly  
a d d e d  h e m in ,  p r o t o p o r p h y r i n ,  o r  p o r p h o b i l i n o g e n .
a )  S o l i d  M ed ia
I n i t i a l l y ,  p r o t o p o r p h y r i n  a n d  h e m in  w e re  d i s s o l v e d  i n  
75 mM p o t a s s i u m  b i c a r b o n a t e  a n d  a d d e d  t o  RCV a g a r  a n d  PYE 
a g a r  p l a t e s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  f ro m  0 .0 1  mM t o  0 .2  
mM. S t r a i n s  PAS100 a n d  A JB 529 w e re  p l a t e d  a n d  i n c u b a t e d  a t  
3 7 °C . T h e  b e s t  g r o w th  o f  A JB 529 o n  RCV a g a r  p l a t e s  
c o n t a i n i n g  p r o t o p o r p h y r i n  o r  h e m in  d i s s o l v e d  i n  p o t a s s iu m  
b i c a r b o n a t e  w as a c h i e v e d  a t  0 .0 5  mM p r o t o p o r p h y r i n  a n d  0 .1  
mM h e m in , r e s p e c t i v e l y .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  i t  t o o k  
f o u r  d a y s  f o r  v i s i b l e  c o l o n i e s  t o  f o r m . A JB 529 d i d  n o t  
g ro w  o n  PYE a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  p r o t o p o r p h y r i n  o r  h e m in . 
S i n c e  RCV m edium  i s  b u f f e r e d  w h e r e a s  PYE m edium  i s  n o t ,  t h e  
pH w as m e a s u r e d  f o r  b o t h  o f  t h e s e  m e d ia  c o n t a i n i n g
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p r o t o p o r p h y r i n  o r  h e m in . T h e  pH o f  RCV a g a r  c o n t a i n i n g  
p r o t o p o r p h y r i n  o r  h e m in  w as o n l y  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  f ro m  
t h e  pH o f  PYE a g a r  c o n t a i n i n g  t h e s e  c o m p o u n d s . A d d i t i o n  o f  
0 .1  mM p r o t o p o r p h y r i n  t o  RCV d i d  n o t  a l t e r  t h e  pH (pH = 
6 . 8 ) ,  w h e r e a s  a d d i t i o n  t o  PYE r e s u l t e d  i n  a  pH o f  7 . 2 .  
A d d i t i o n  o f  0 .1  mM h e m in  t o  RCV o r  PYE a g a r  r e s u l t e d  i n  a  
pH o f  7 . 0 .  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 .1  mM h e m in  w e re  
s u p p le m e n te d  w i th  0 .3%  y e a s t  e x t r a c t  a n d  b o t h  A JB529 a n d  
PAS100 w e re  t e s t e d  f o r  g r o w th .  B o th  A JB 529 a n d  PAS100 w e re  
a b l e  t o  g ro w  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  h e m in  b u t  o n  RCV 
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  b o t h  h e m in  a n d  y e a s t  e x t r a c t ,  o n l y  
PAS100 w as  a b l e  t o  g ro w . A d d i t i o n  o f  h e m in  t o  RCV a g a r  
c o n t a i n i n g  y e a s t  e x t r a c t  d i d  n o t  a l t e r  t h e  pH (pH = 6 . 8 ) .  
T h i s  l a s t  r e s u l t  i n d i c a t e d  t h a t  y e a s t  e x t r a c t  w as 
i n h i b i t i n g  t h e  g ro w th  o f  A JB 5 2 9 . T he b a s i s  o f  t h i s  g ro w th  
i n h i b i t i o n  w as n o t  i n v e s t i g a t e d  f u r t h e r .
P r o t o p o r p h y r i n  a n d  h e m in  w e re  d i s s o l v e d  i n  100 mM 
s o d iu m  h y d r o x i d e  a n d  a d d e d  t o  RCV a g a r  a n d  PYE a g a r  p l a t e s .  
G ro w th  o f  AJB529 a p p e a r e d  t o  b e  g r e a t l y  im p r o v e d  o n  RCV 
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  h e m in .  G ro w th  o f  A JB529 o n  0 .0 2 5  mM 
h e m in  d i s s o l v e d  i n  s o d iu m  h y d r o x id e  w as  c o m p a r a b le  t o  t h e  
g r o w th  o f  AJB529 o n  0 .1  mM h e m in  d i s s o l v e d  i n  p o t a s s i u m  
b i c a r b o n a t e ,  w i t h  c o l o n i e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 5  mm i n  
d i a m e t e r  fo rm e d  i n  4 d a y s .  T h e  b e s t  g ro w th  o f  A JB529 w as 
a c h i e v e d  a t  0 .1  mM h e m in  d i s s o l v e d  i n  so d iu m  h y d r o x i d e ,  
w i t h  c o l o n i e s  l  mm i n  d i a m e t e r  fo rm e d  i n  3 t o  4 d a y s .
G ro w th  o f  AJB529 o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 . 1  nH 
p r o t o p o r p h y r i n  d i s s o l v e d  i n  so d iu m  h y d r o x id e  w as a l s o  
im p r o v e d .  A g a in ,  PYE a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e s e  
co m p o u n d s  d i d  n o t  s u p p o r t  g ro w th  o f  A JB 529 . T h e r e f o r e ,  0 .1  
mM p r o t o p o r p h y r i n  a n d  h e m in  d i s s o l v e d  i n  s o d iu m  h y d r o x id e  
w as c h o s e n  a s  t h e  m e th o d  t o  p r e p a r e  t h e s e  c o m p o u n d s . 
A d d i t i o n  o f  t h e s e  co m p o u n d s  t o  RCV a g a r  p l a t e s  s h o u l d  
p r o v i d e  t h e  c o n d i t i o n s  n e c e s s a r y  t o  a l l o w  g ro w th  o f  s t r a i n s  
d e f i c i e n t  i n  hem e s y n t h e s i s .
G ro w th  o f  A JB529 w as c o m p a re d  b e tw e e n  RCV a g a r  p l a t e s  
c o n t a i n i n g  0 .1  mM a m i n o l e v u l i n a t e  a n d  0 .1  mM h e m in . When 
A JB 529 w as g ro w n  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 .1  mM 
a m i n o l e v u l i n a t e ,  c o l o n i e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  l  mm d i a m e t e r  
w e re  fo rm e d  w i t h i n  2 d a y s .  G ro w th  o f  A JB 529 w as m uch 
s l o w e r  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  h e m in  o r  
p r o t o p o r p h y r i n  d i s s o l v e d  i n  s o d iu m  h y d r o x i d e ,  r e q u i r i n g  3 
t o  4 d a y s  f o r  t h e  c o l o n i e s  t o  r e a c h  a  d i a m e t e r  o f  1 mm.
G ro w th  o f  A JB 529 w as a l s o  t e s t e d  o n  RCV a g a r  p l a t e s  
c o n t a i n i n g  0 . 1  mM p o r p h o b i l i n o g e n .  P o r p h o b i l i n o g e n  w as 
d i s s o l v e d  i n  0 .1  m l d i m e t h y l s u l f o x i d e  a n d  a d d e d  t o  RCV 
a g a r .  A JB 529 fo rm e d  c o l o n i e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 mm i n  
d i a m e t e r  i n  2 t o  3 d a y s .
T h e  a b i l i t y  o f  A JB 529 t o  g ro w  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  o n  RCV 
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  p r o t o p o r p h y r i n  o r  h e m in  r a n g i n g  fro m  
0 . 0 2 5  mM t o  0 . 2  mM w as t e s t e d .  T h e  p l a t e s  w e re  i n c u b a t e d  
i n  a n  a n a e r o b i c  j a r  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e ,  p l a c e d  i n  f r o n t  o f
a  l i g h t  s o u r c e .  A JB529 w as n o t  a b l e  t o  g ro w  
p h o t o s y n t h e t i c a l l y ,  p r o b a b l y  d u e  b o t h  t o  p r e c i p i t a t i o n  o f  
t h e  p r o t o p o r p h y r i n  a n d  h e m in  i n  t h e  a g a r  p l a t e s  a n d  t o  t h e  
d e s t r u c t i o n  o f  t h e s e  co m p o u n d s  b y  e x p o s u r e  t o  l i g h t .  
H o w ev e r, A JB529 w as a b l e  t o  g ro w  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  o n  RCV 
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 .1  mM a m i n o l e v u l i n a t e ,  f o r m in g  
c o l o n i e s  w i t h i n  2 d a y s .
To d e t e r m i n e  i f  g r o w th  o f  A JB 529 c o u l d  b e  m a i n t a i n e d  on  
RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  h e m in , p r o t o p o r p h y r i n ,  o r  
p o r p h o b i l i n o g e n ,  c o l o n i e s  w e re  t r a n s f e r r e d  t o  a  s e c o n d  
p l a t e  u s i n g  a  s t e r i l e  t o o t h p i c k  a n d  t h e  s i z e  o f  s i n g l e  c e l l  
c o l o n i e s  m e a s u r e d .  A JB 529 fo rm e d  c o l o n i e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  
1 mm i n  d i a m e t e r  i n  3 t o  4 d a y s  a s  e x p e c t e d .  T h u s ,  a b i l i t y  
o f  A JB 529 t o  u t l i l i z e  t h e  e x o g e n o u s  hem e p r e c u r s o r s  t o  
s y n t h e s i z e  hem e a n d  t h e  e x o g e n o u s  h e m in  t o  m ake c y to c h r o m e s  
w as d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  c o n t i n u e d  g r o w th  o f  A JB529 o n  
p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e s e  c o m p o u n d s .
b )  L i q u i d  M ed ia
G ro w th  o f  A JB 529 w as i n i t i a l l y  d i f f i c u l t  t o  q u a n t i t a t e  
i n  l i q u i d  m e d ia  b e c a u s e  t h e  s t r a i n  c a n  g ro w  s l o w l y  w i t h o u t  
a m i n o l e v u l i n a t e  f o r  s e v e r a l  g e n e r a t i o n s .  To o v e rc o m e  t h i s ,  
t h e  s t r a i n  w as r o u t i n e l y  g ro w n  o v e r n i g h t  i n  PYE b r o t h  
c o n t a i n i n g  0 .1  mM a m i n o l e v u l i n a t e ,  w a sh e d  a n d  d i l u t e d  1 0 -  
f o l d  i n t o  PYE b r o t h  o r  RCV l i q u i d  m e d ia  w i t h o u t
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a m i n o l e v u l i n a t e .  T he  c u l t u r e  w as a g a i n  g ro w n  o v e r n i g h t  a n d  
t h e n  s u b c u l t u r e d  i n t o  l i q u i d  m e d ia  s u p p le m e n te d  w i t h  t h e  
v a r i o u s  s u b s t r a t e s  t o  b e  t e s t e d .
G ro w th  o f  A JB529 i n  l i q u i d  m e d ia  w as m o re  d i f f i c u l t  t o  
a c h i e v e  d u e  t o  p r o b le m s  e n c o u n t e r e d  w i t h  p r e c i p i t a t i o n  o f  
t h e  p r o t o p o r p h y r i n  o r  h e m in . A d d i t i o n  o f  p r o t o p o r p h y r i n  
d i s s o l v e d  i n  p o t a s s iu m  b i c a r b o n a t e  o r  s o d iu m  h y d r o x i d e  t o  
RCV o r  PYE l i q u i d  m e d ia  a t  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  f ro m  0 . 0 1  
mM t o  0 . 1  mM n e v e r  y i e l d e d  m o re  t h a n  o n e  g e n e r a t i o n  o f  
g ro w th  b e f o r e  s t o p p i n g .  G ro w th  o f  A JB 529 i n  RCV o r  PYE 
l i q u i d  m e d ia  c o n t a i n i n g  h e m in  d i s s o l v e d  i n  p o t a s s i u m  
b i c a r b o n a t e  o r  so d iu m  h y d r o x i d e  y i e l d e d  s l i g h t l y  b e t t e r  
g r o w th ,  a p p r o x i m a t e l y  l  t o  2 g e n e r a t i o n s  b e f o r e  s t o p p i n g .  
S e v e r a l  a t t e m p t s  a t  im p r o v in g  t h e s e  g r o w th  c o n d i t i o n s  
i n c l u d e d  a d d i t i o n  o f  y e a s t  e x t r a c t ,  v i t a m i n  B -1 2 , 
m e t h i o n i n e ,  t h i o s u l f a t e ,  EDTA a n d  T r i s - c h l o r i d e  t o  RCV 
m edium  t o  e i t h e r  p r o v i d e  a  n e c e s s a r y  n u t r i e n t  o r  t o  m ake 
t h e  c e l l  m em brane m o re  p e r m e a b le  t o  t h e  t e t r a p y r r o l e  
c o m p o u n d s  ( 8 4 ) .  N one o f  t h e s e  a d d i t i o n s  im p ro v e d  t h e  
g r o w th  o f  A JB 529 .
A s e c o n d  m e th o d  f o r  d i s s o l v i n g  p r o t o p o r p h y r i n  a n d  h e m in  
w as t e s t e d .  P r o t o p o r p h y r i n  a n d  h e m in  w e re  d i s s o l v e d  i n  1 .0  
m l o f  Tw een 8 0 ,  d i l u t e d  t o  1 0 . 0  m l w i t h  s t e r i l e  d i s t i l l e d  
w a t e r  a n d  a d d e d  t o  RCV a n d  PYE l i q u i d  m e d ia  t o  y i e l d  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 0 1  t o  0 . 0 4  mH. B o th  PYE a n d  RCV l i q u i d  
m e d ia  c o n t a i n i n g  0 . 0 4  mM h e m in  a n d  p r o t o p o r p h y r i n  r e s u l t e d
i n  b e t t e r  g r o w th  o f  A JB 5 2 9 , a l t h o u g h  PYE c o n t a i n i n g  h e m in  
y i e l d e d  t h e  b e s t  r e s u l t s .  G ro w th  r a t e s  o f  A JB529 i n  PYE 
a n d  RCV c o n t a i n i n g  h e m in  a r e  show n i n  T a b le  3 .  A l th o u g h  
A JB 529 w as a b l e  t o  g ro w  i n  RCV c o n t a i n i n g  p r o t o p o r p h y r i n  o r  
h e m in , g r o w th  w as m uch s l o w e r  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  i n  PYE 
c o n t a i n i n g  t h e s e  sam e c o m p o u n d s .
P o r p h o b i l i n o g e n  d i s s o l v e d  i n  d i m e t h y l s u l f o x i d e  w as a l s o  
a d d e d  t o  l i q u i d  m e d ia  a n d  t e s t e d  f o r  a b i l i t y  t o  s u p p o r t  
g r o w th  o f  A JB 5 2 9 . A d d i t i o n  o f  0 .1  mM p o r p h o b i l i n o g e n  t o  
RCV o r  PYE s u p p o r t e d  g ro w th  o f  A JB529 a lm o s t  a s  w e l l  a s  
a m i n o l e v u l i n a t e .  F i g u r e  2 d e p i c t s  t h e  g r o w th  o f  s t r a i n  
A JB 529 i n  PYE b r o t h  c o n t a i n i n g  a m i n o l e v u l i n a t e ,  
p o r p h o b i l i n o g e n ,  p r o t o p o r p h y r i n ,  a n d  h e m in . As sh o w n , t h e  
c u l t u r e  l a c k i n g  a m i n o l e v u l i n a t e  s t i l l  d o u b le d  o n c e  d u r i n g  
t h e  24 h o u r  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  T he c u l t u r e s  s u p p le m e n te d  
w i t h  0 . 0 4  mM p r o t o p o r p h y r i n  o r  h e m in  d o u b le d  1 .5  a n d  2 .0  
t i m e s ,  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  c o n t i n u e d  t o  g ro w  s l o w l y  w h e r e a s  
t h e  c u l t u r e  c o n t a i n i n g  0 .1  a m i n o l e v u l i n a t e  d o u b le d  3 .0  
t i m e s  w i t h i n  t h e  f i r s t  12 h o u r s  a n d  s t o p p e d  g r o w in g .  
P o r p h o b i l i n o g e n  d i s s o l v e d  i n  DMSO a n d  a d d e d  t o  PYE b r o t h  
a l s o  a l l o w e d  g r o w th  o f  A JB 529 .
To d e m o n s t r a t e  t h a t  A JB529 w as c a p a b l e  o f  u t i l i z i n g  
t h e s e  e x o g e n o u s  s u b s t r a t e s  t o  s y n t h e s i z e  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l ,  A JB529 w as g ro w n  a e r o b i c a l l y  a t  3 7 °C 
i n  PYE c o n t a i n i n g  0 . 0 4  mM h e m in ,  0 . 0 4  mM p r o t o p o r p h y r i n ,  o r  
0 .1  mM a m i n o l e v u l i n a t e .  T he c e l l s  w e re  h a r v e s t e d  a f t e r  2
Table 3. Growth of AJB529 in Media Containing Hemin.
Medium9 Additions13 G e n e r a t i o n  t im e
RCV n o n e 1 5 .6
RCV 0 . 0 2  mM h e m in 1 1 .0
RCV 0 . 0 4  mM h e m in 8 .9
PYE n o n e 1 5 .0
PYE 0 . 0 2  mM h e m in 9 .6
PYE 0 . 0 4  mM h e m in 6 .0
a C u l t u r e s  w e re  g ro w n  i n  t e s t  t u b e s  a t  3 7 °C o n  a  r o l l e r  
d ru m .
H em in w as d i s s o l v e d  i n  Tw een 80 a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  
a n d  M e th o d s .
F i g u r e  2 .  G ro w th  o f  A JB 529 i n  PYE B r o th  w i t h  V a r io u s  
S u b s t r a t e s .  T he  m e d ia  c o n t a i n e d  0 .1  mM a m i n o l e v u l i n a t e  
( • ) ,  0 . 1  mM p o r p h o b i l i n o g e n  ( □ ) ,  0 . 0 4  mM h e m in  ( ■ ) ,  0 . 0 4  
p r o t o p o r p h y r i n  ( A ) , o r  n o  s u b s t r a t e  (o). T h e  c u l t u r e s  
w e re  g ro w n  s e m i a e r o b i c a l l y  o n  a  r o l l e r  d ru m .
l-IME ( H
ours )
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g e n e r a t i o n s  a n d  t h e  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  e x t r a c t e d .  A s 
T a b le  4 s h o w s , t h e  A JB 529 c u l t u r e s  g ro w n  i n  0 . 1  mM 
a m i n o l e v u l i n a t e  o r  0 . 0 4  mM p r o t o p o r p h y r i n  w e re  c a p a b l e  o f  
s y n t h e s i z i n g  lo w  l e v e l s  o f  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l .  As 
e x p e c t e d ,  t h e  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  l e v e l  o f  A JB 529 c e l l s  
g ro w n  i n  0 . 0 4  mM h e m in  w as a p p r o x i m a t e l y  t h e  sam e a s  t h e  
c o n t r o l  c u l t u r e  t h a t  d i d  n o t  c o n t a i n  a m i n o l e v u l i n a t e .
T h u s ,  s e l e c t i v e  g ro w th  c o n d i t i o n s  w e re  e s t a b l i s h e d  t h a t  
a l l o w e d  g r o w th  o f  s t r a i n  A JB 5 2 9 , a  m u ta n t  s t r a i n  u n a b l e  t o  
s y n t h e s i z e  h em e. E s t a b l i s h m e n t  o f  t h e s e  g r o w th  c o n d i t i o n s  
s e t  t h e  s t a g e  f o r  t h e  m u t a g e n e s i s  a n d  i s o l a t i o n  o f  o t h e r  R . 
c a p s u l a t u s  s t r a i n s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  h em e .
In 5  M u ta g e n e s i s  qZ B- c a p s u l a t u s  s tr a in s  s i a  Conjugation, 
a )  Tn§, M u ta g e n e s i s  o f  PA S 100 .
T he  g e n e r a l  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  s y s te m  o f  S im on  
a l . (1 1 7 )  w as u s e d  t o  i s o l a t e  R . c a p s u l a t u s  s t r a i n s  w i t h  
T n £  i n s e r t i o n s .  TnS. m u t a g e n e s i s  o f  R . c a p s u l a t u s  s t r a i n s  
w as  p e r f o r m e d  b y  c o n j u g a t i o n  w i t h  t h e  £■ c o l i  s t r a i n  S 1 7 - 1 ,  
w h ic h  h a r b o r s  t h e  T n S - c a r r y i n g  p l a s m id  pSU P2021 a n d  c a r r i e s  
a  d e r i v a t i v e  o f  RP4 i n  t h e  ch ro m o so m e ( 1 1 7 ) .  T n ^  e n c o d e s  
k a n a m y c in  r e s i s t a n c e  a n d  t r a n s f e r  o f  t h e  p l a s m id  t o  t h e
T a b le  4 .  A b i l i t y  o f  A JB529 t o  U se  E x o g e n o u s  P o r p h y r i n s  t o  
S y n t h e s i z e  B a c t e r i o c h l o r o p h y l l .
A d d i t i o n s  t o
M edium
n o n e
0 .0 4  mM h e m in
0 .0 4  mM p r o t o p o r p h y r i n
0 .1 0  mM a m i n o l e v u l i n a t e
jig  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  
p e r  mg p r o t e i n b
0 .0 4
0 .0 3
0.10
0.11
a G ro w th  w as a c h i e v e d  b y  g ro w in g  c u l t u r e s  i n  125  m l f l a s k s  
c o n t a i n i n g  -20 m l o f  PYE m edium  c o n t a i n i n g  t h e  i n d i c a t e d  
c o n c e n t r a t i o n  o f  e x o g e n o u s  p o r p h y r i n .
B a c t e r i o c h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n  w as d e t e r m in e d  b y  
e x t r a c t i o n  o f  5 m l c u l t u r e  s a m p l e s .
k a n a m y c i n - s e n s i t i v e  &. c a p s u l a t u s  r e c i p i e n t  i s  d e t e c t e d  b y  
a c q u i s i t i o n  o f  k a n a m y c in  r e s i s t a n c e .  T h e  p l a s m id  pS U P 202l 
r e p l i c a t e s  p o o r l y  i n  E . c a p s u l a t u s . t h u s  l o s s  o f  pSU P2021 
o c c u r s  r e l i a b l y .  T r a n s p o s i t i o n  o f  T n£  f ro m  t h e  p l a s m id  t o  
t h e  B . c a p s u l a t u s  ch ro m o so m e  c a n  b e  d e t e c t e d  b y  p l a t i n g  t h e  
m a t in g  m i x t u r e  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  h e m in ,  
k a n a m y c in  a n d  s t r e p t o m y c i n .  I n d i v i d u a l  c o l o n i e s  w e re  
s c o r e d  f o r  a b i l i t y  t o  g ro w  o n  p l a t e s  w i t h o u t  a d d e d  h e m in . 
T h e  i s o l a t i o n  o f  E - c a p s u l a t u s  s t r a i n s  w h ic h  r e q u i r e d  h e m in  
f o r  g r o w th  w o u ld  b e  f u r t h e r  c h a r a c t e r i z e d  b y  t e s t i n g  t h e s e  
s t r a i n s  f o r  a b i l i t y  t o  g ro w  o n  RCV a g a r  p l a t e s  s u p p le m e n te d  
w i t h  a m i n o l e v u l i n a t e ,  p o r p h o b i l i n o g e n ,  o r  p r o t o p o r p h y r i n .  
T h e  a b i l i t y  o f  t h e  B* c a p s u l a t u s  s t r a i n s  t o  g ro w  o n  a n y  o f  
t h e s e  hem e p r e c u r s o r s  w o u ld  l o c a l i z e  t h e  m u t a t i o n s  t o  a  
p a r t i c u l a r  s t e p  o f  t h e  p a th w a y ,  s i n c e  a  n u m b er o f  f a c t o r s ,  
s u c h  a s  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e , n i c o t i n i c  a c i d  o r  b i o t i n ,  may 
b e  i n v o l v e d  i n  t h e  e n z y m a t ic  s t e p s  l e a d i n g  t o  t h e  f o r m a t i o n  
o f  p r o t o p o r p h y r i n ,  t h e s e  s t r a i n s  w o u ld  a l s o  b e  t e s t e d  f o r  
a b i l i t y  t o  g ro w  o n  PYE a g a r  p l a t e s  a n d  RCV a g a r  p l a t e s  
s u p p le m e n te d  w i t h  v a r i o u s  c o f a c t o r s .
To m a x im iz e  t h e  T n £  m u t a g e n e s i s ,  i t  w as  f i r s t  n e c e s s a r y  
t o  e s t a b l i s h  t h e  m a t in g  c o n d i t i o n s  t h a t  w o u ld  y i e l d  t h e  
h i g h e s t  n u m b e r o f  k a n a m y c i n - r e s i s t a n t  t r a n s c o n j u g a n t s .  
C u l t u r e s  o f  s t r a i n  PAS100 w e re  g ro w n  a e r o b i c a l l y  i n  PYE 
b r o t h  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  o r  g ro w n  s t a n d i n g  a t  3 7 °C f o r  24 
h o u r s .  T h e  f i .  c o l i  d o n o r  s t r a i n ,  p S U P 2 0 2 1 /S 1 7 - l ,  w as g ro w n
o v e r n i g h t  w i t h  s h a k i n g  a t  3 7 "C i n  L - B r o th  a n d  t h e n  d i l u t e d
t e n - f o l d .  C e l l s  w e re  h a r v e s t e d  f o r  t h e  m a t in g  e x p e r im e n t s
i n  e i t h e r  l o g  p h a s e  o r  l a t e  l o g ,  e a r l y  s t a t i o n a r y  p h a s e .
T he h i g h e s t  n u m b er o f  k a n a m y c i n - r e s i s t a n t  t r a n s c o n j u g a n t s
w as o b t a i n e d  w hen t h e  £ .  c o l i  d o n o r  c e l l s  w e re  h a r v e s t e d  i n
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l a t e  l o g ,  e a r l y  s t a t i o n a r y  p h a s e  ( a p p r o x .  3 .6  x  10 
c e l l s / m l )  a n d  w hen t h e  r e c i p i e n t  R .c a p s u l a t u s  s t r a i n  w as 
a l l o w e d  t o  g ro w  s t a n d i n g  a t  3 7 °C f o r  24 h o u r s  ( 1 . 1  x  1 0 8 
c e l l s / m l ) .  A s e r i e s  o f  d o n o r  c e l l  : r e c i p i e n t  c e l l  r a t i o s  
w e re  t e s t e d  t o  f u r t h e r  m a x im iz e  c o n j u g a t i o n .  I t  w as  f o u n d  
t h a t  a  d o n o r  c e l l  : r e c i p i e n t  c e l l  r a t i o  o f  1 t o  7 r e s u l t e d  
i n  t h e  h i g h e s t  y i e l d  o f  k a n a m y c i n - r e s i s t a n t  
t r a n s c o n j u g a n t s .  T h i s  r a t i o  w as u s u a l l y  o b t a i n e d  b y  m ix in g  
0 .2  m l o f  t h e  p S U P 2 0 2 1 /S 1 7 - l  c u l t u r e  w i t h  l . o  m l o f  t h e  
PAS100 c u l t u r e .
I n i t i a l l y ,  s t r a i n  PAS100 w as u s e d  a s  t h e  r e c i p i e n t  f o r  
T n £  m u t a g e n e s i s .  T he m a t in g  m i x t u r e s  w e re  p l a t e d  o n  RCV 
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 .1  mM h e m in , 10 tig  k a n a m y c in  p e r  m l 
a n d  75  n g  s t r e p t o m y c i n  p e r  m l .  T r a n s c o n j u g a n t s  w e re  s c o r e d  
f o r  h e m in - d e p e n d e n c e  b y  t r a n s f e r r i n g  e a c h  c o lo n y  t o  RCV 
a g a r  p l a t e s  w i t h o u t  h e m in  u s i n g  a  s t e r i l e  t o o t h p i c k .  
A p p r o x im a te ly  1800  k a n a m y c i n - r e s i s t a n t  t r a n s c o n j u g a n t s  w e re  
i s o l a t e d  a n d  t e s t e d  f o r  h e m in - d e p e n d e n c e .  T h e s e  c o l o n i e s  
w e re  a l s o  s c r e e n e d  f o r  f l u o r e s c e n c e  u s i n g  a  lo n g - w a v e  
u l t r a v i o l e t  la m p  (3 6 6  n m ). A l l  1800  T n £  d e r i v a t i v e s  w e re  
h e m in - i n d e p e n d e n t .  Two t r a n s c o n j u g a n t s  w e re  h i g h l y
f l u o r e s c e n t  a n d  b o t h  h a d  a n  a l t e r e d  p ig m e n t  p h e n o ty p e  o f  
p in k  i n s t e a d  o f  t h e  p a r e n t a l  p ig m e n t  p h e n o ty p e  o f  p u r p l e . 
Two o t h e r  p i n k - p i g m e n te d  c o l o n i e s  w e re  i s o l a t e d  b u t  b o t h  
w e re  n o n f l u o r e s c e n t .  T h e s e  f o u r  m u ta n t s  w e re  t e s t e d  f o r  
t h e  a b i l i t y  t o  g ro w  p h o t o s y n t h e t i c a l l y .  T he tw o  h i g h l y  
f l u o r e s c e n t  m u ta n t s  a n d  o n e  n o n f l u o r e s c e n t  m u ta n t  w e re  
u n a b le  t o  g ro w  u n d e r  p h o t o s y n t h e t i c  g r o w th  c o n d i t i o n s .  A l l  
f o u r  m u ta n t s  w e re  s t o r e d  f o r  l a t e r  a n a l y s i s .
To i s o l a t e  Tn*5 d e r i v a t i v e s  o f  PAS100 u n a b le  t o  
s y n t h e s i z e  p o r p h o b i l i n o g e n ,  T n s  m u t a g e n e s i s  o f  PAS100 w as 
p e r f o r m e d  a n d  t h e  r e s u l t i n g  m a t in g  m i x t u r e  w as p l a t e d  on  
RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 .1  mM p o r p h o b i l i n o g e n  i n s t e a d  
o f  h e m in . A p p r o x im a te ly  2 6 0 0  k a n a m y c i n - r e s i s t a n t  
t r a n s c o n j u g a n t s  w e re  i s o l a t e d  a n d  s c o r e d  f o r  d e p e n d e n c e  o n  
p o r p h o b i l i n o g e n  f o r  g r o w th .  S i x t e e n  m u ta n t s  w e re  i s o l a t e d  
t h a t  e x h i b i t e d  e i t h e r  a n  a l t e r e d  p ig m e n t  p h e n o ty p e  ( p i n k  
c o l o n i e s )  o r  a n  a l t e r e d  c a r o t e n o i d  p h e n o ty p e  ( g r e e n  
c o l o n i e s )  b u t  a l l  w e re  p o r p h o b i l i n o g e n - i n d e p e n d e n t .  T h e s e  
m u ta n t s  w e re  s t o r e d  f o r  l a t e r  a n a l y s i s .  One m u t a n t ,  
d e s i g n a t e d  A JB 543 , w as i s o l a t e d  t h a t  g re w  p o o r l y  on  RCV 
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  p o r p h o b i l i n o g e n .  H o w ev e r, a d d i t i o n  
o f  a m i n o l e v u l i n a t e  o r  h e m in  t o  RCV a g a r  p l a t e s  d i d  n o t  
s t i m u l a t e  g r o w th .  F u r t h e r  a n a l y s i s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h i s  
m u ta n t  g re w  b e t t e r  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  v i t a m i n  B - 
12 a n d  w as a c t u a l l y  a  v i t a m i n  B - 1 2 - r e q u i r i n g  m u t a n t .  T he 
v i t a m i n  B -1 2  r e q u i r e m e n t  o f  AJB543 c o u l d  b e  s a t i s f i e d  b y
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m e t h i o n i n e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  v i t a m i n  B -1 2  i s  r e q u i r e d  f o r  
m e t h i o n i n e  s y n t h e s i s .  I t  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  show n t h a t  
v i t a m i n  B -1 2  i s  r e q u i r e d  f o r  m e th io n in e  s y n t h e s i s  i n  B . 
s p h a e r o i d e s  ( 1 8 ) .  T h i s  m u ta n t  w as a l s o  s t o r e d  f o r  l a t e r  
a n a l y s i s .
b )  T n£  M u ta g e n e s i s  o f  A JB 4 7 8 .
To p r o v i d e  a  m o re  e f f i c i e n t  a p p r o a c h  t o  s c r e e n i n g  l a r g e  
n u m b e rs  o f  f i .  c a p s u l a t u s  c o l o n i e s ,  a  m u ta n t  B- c a p s u l a t u s  
s t r a i n ,  A JB 4 7 8 , w as u s e d  a s  t h e  r e c i p i e n t  f o r  s u b s e q u e n t  
T n£  m u t a g e n e s i s  e x p e r i m e n t s  ( 6 ) .  T h i s  s t r a i n  h a s  a  Mud 
p h a g e  i n s e r t i o n  i n  t h e  bchB  g e n e  t h a t  r e s u l t s  i n  a  b chB -  
l a c z  f u s i o n .  T he i m p o r t a n t  p h e n o ty p e  o f  t h i s  m u ta n t  i s  
t h a t  i t  a c c u m u la t e s  a n d  e x c r e t e s  M g - 2 ,4 - d i v i n y l  
p h e o p o r p h y r in  m o n o m e th y l e s t e r ,  a  f l u o r e s c e n t  
i n t e r m e d i a t e  o f  t h e  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  b r a n c h .  A JB478 
c o l o n i e s  h a v e  a n  o r a n g e  f l u o r e s c e n c e  w hen v ie w e d  w i t h  a  
lo n g -w a v e  (3 6 6  nm) u l t r a v i o l e t  la m p . T nji d e r i v a t i v e s  o f  
A JB 478 w h ic h  d e v i a t e  f ro m  t h e  p a r e n t a l  f l u o r e s c e n t  
p h e n o ty p e  s h o u l d  b e  e a s i l y  d e t e c t e d .  T h u s ,  T n£  i n s e r t i o n s  
i n t o  g e n e s  t h a t  a f f e c t  hem e b i o s y n t h e s i s  c o u l d  b e  i s o l a t e d  
b y  p l a t i n g  t h e  Tn5 d e r i v a t i v e s  o f  A JB 478 o n  m edium  
c o n t a i n i n g  h e m in , s c r e e n i n g  t h e  k a n a m y c i n - r e s i s t a n t  
c o l o n i e s  u n d e r  UV l i g h t  a n d  i s o l a t i n g  t h o s e  c o l o n i e s  w i t h  
e i t h e r  r e d u c e d  o r  n o  f l u o r e s c e n c e  o r  c o l o n i e s  w i t h
i n c r e a s e d  f l u o r e s c e n c e .  S u c h  c o l o n i e s  w o u ld  t h e n  b e  s c o r e d  
f o r  d e p e n d e n c e  o n  h e m in  f o r  g r o w th .
I s o l a t i o n  q£_ a  H e m in - R e a u i r in a  M u ta n t .
A p p r o x im a te ly  5 7 0 0  k a n a m y c i n - r e s i s t a n t  T n£  d e r i v a t i v e s  
o f  A JB 478 w e re  i s o l a t e d  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 .1  
mM h e m in , 10 n g  k a n a m y c in  p e r  m l a n d  75 n g  s t r e p t o m y c i n  p e r  
m l .  T h e s e  c o l o n i e s  w e re  t h e n  s c a n n e d  u n d e r  UV l i g h t .
T w e lv e  n o n f l u o r e s c e n t  a n d  tw o  h i g h l y  f l u o r e s c e n t  m u ta n t s  
w e re  i s o l a t e d .  T h e s e  m u ta n t s  w e re  t h e n  s c o r e d  f o r  h e m in -  
d e p e n d e n c e .  E le v e n  o f  t h e  n o n f l u o r e s c e n t  s t r a i n s  a n d  b o th  
o f  t h e  f l u o r e s c e n t  s t r a i n s  w e re  h e m i n - i n d e p e n d e n t .  
A b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  a c e t o n e - m e t h a n o l  e x t r a c t s  o f  t h e s e  
m u ta n t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e y  a c c u m u la te d  p r o t o p o r p h y r i n  a n d  
w e re  p r o b a b l y  bchD  o r  bchH  m u ta n t s  ( 6 ) .  T h e s e  m u ta n t s  w e re  
s t o r e d  f o r  l a t e r  a n a l y s i s .  H o w e v e r , o n e  n o n f l u o r e s c e n t  
m u ta n t  t h a t  c o u l d  g ro w  o n l y  o n  RCV c o n t a i n i n g  h e m in  w as 
i s o l a t e d .  T h i s  m u ta n t  w as d e s i g n a t e d  A JB 544 a n d  f u r t h e r  
a n a l y z e d .
c h a r a c t e r i z a t i o n  s £  A JB 544 a s  a  B io t in -B g .a M ir .in g  S t r a i n .
S in c e  A JB 544 w as d e p e n d e n t  o n  h e m in  f o r  g r o w th ,  s e v e r a l  
p r e c u r s o r s  o f  hem e w e re  a d d e d  t o  RCV a g a r  p l a t e s  a n d  t h e  
a b i l i t y  o f  A JB544 t o  g ro w  w as t e s t e d .  A JB 544 w as a l s o
t e s t e d  f o r  g r o w th  on  PYE a g a r  p l a t e s .  As show n i n  T a b le  5 ,  
a d d i t i o n  o f  0 .1  mM a m i n o l e v u l i n a t e  o r  0 .1  mM 
p o r p h o b i l i n o g e n  d i d  n o t  s u p p o r t  g r o w th  o f  A JB 544 . A JB 544 
w as a b l e  t o  g ro w  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 .1  mM 
p r o t o p o r p h y r i n  b u t  n o t  a s  w e l l  a s  o n  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 .1  
mM h e m in . AJB544 c o l o n i e s  w e re  d e t e c t a b l e  w i t h i n  24 h o u r s  
o n  t h e  PYE a g a r  p l a t e s , w h ic h  w as c o m p a r a b le  t o  t h e  g r o w th  
o f  A JB 478 o n  t h i s  m ed iu m . When y e a s t  e x t r a c t  a l o n e  w as 
a d d e d  t o  RCV a g a r  p l a t e s ,  A JB 544 w as a b l e  t o  g ro w , w h i l e  
p e p to n e  a l o n e  d i d  n o t  s u p p o r t  g ro w th  o f  A JB 544 . T h i s  
r e s u l t  s u g g e s t e d  t h a t  y e a s t  e x t r a c t  w as p r o v i d i n g  a  
n e c e s s a r y  g r o w th  f a c t o r .  V a r i o u s  c o f a c t o r s  i n v o l v e d  i n  
hem e b i o s y n t h e s i s  w e re  a d d e d  t o  RCV a g a r  p l a t e s  a n d  t e s t e d  
f o r  a b i l i t y  t o  s u p p o r t  g r o w th  o f  A JB 5 4 4 . V i ta m in  B -1 2  w as 
a l s o  a d d e d  t o  RCV a g a r  p l a t e s  a n d  t e s t e d .  As show n i n  
T a b le  5 ,  s - a d e n o s y l m e t h i o n i n e , n i c o t i n i c  a c i d  a n d  v i t a m i n  
B -1 2  d i d  n o t  s u p p o r t  g r o w th  o f  A JB 5 4 4 . M e th io n in e  w as a l s o  
t e s t e d  s i n c e  i t  h a d  b e e n  show n t h a t  m e t h i o n i n e ,  ATP a n d  
Mg++ c o u l d  r e p l a c e  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  
a s  c o f a c t o r  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  ( 1 2 1 ) .  M e th io n in e  a l s o  d i d  n o t  s u p p o r t  
g ro w th  o f  A JB 544 . A d d i t i o n  o f  b i o t i n  t o  RCV a g a r  p l a t e s  
d i d ,  h o w e v e r ,  s u p p o r t  g r o w th  o f  A JB 544 .
T he g r o w th  r a t e  o f  AJB544 w i t h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  b i o t i n  
r a n g i n g  f ro m  0 .0 3  nM t o  2 0 .0  nM w as m e a s u r e d .  A c u l t u r e  o f
Table 5. Growth of AJB544 on Different Media.
M edium  A d d i t i o n s  G ro w th 5
RCV n o n e
0 .1  mM a m i n o l e v u l i n a t e
0 .1  mM p o r p h o b i l i n o g e n
o . l  mM p r o t o p o r p h y r i n  +
0 .1  mM h e m in  ++
0.3%  y e a s t  e x t r a c t  +++
0 .7  nM V i ta m in  B -1 2
1 0 .0  iiM S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e
8 .0  (iM n i c o t i n i c  a c i d
2 0 .0  nM b i o t i n  +++
PYE n o n e  +++
a A JB 544 c o l o n i e s  w e re  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  a g a r  p l a t e s  u s i n g  
a  s t e r i l e  t o o t h p i c k  a n d  t h e n  s t r e a k e d  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  
t h e  p l a t e .  G ro w th  w as d e f i n e d  b y  a b i l i t y  t o  fo rm  c o l o n i e s  
1 mm i n  d i a m e t e r  : +++ =  2 d a y s ;  ++ = 3 d a y s ;  + = 4 d a y s ;
-  = n o  g r o w th .
AJB544 w as g ro w n  o v e r n i g h t  i n  PYE b r o t h  a n d  d i l u t e d  
t w e n t y - f o l d  i n  RCV a n d  a l lo w e d  t o  g ro w  o v e r n i g h t .  T h i s  
c u l t u r e  s e r v e d  a s  t h e  s t a r t i n g  in o c u lu m  f o r  t h e  g r o w th  
c u r v e s .  As show n i n  T a b le  6 ,  t h e  g r o w th  r a t e  o f  A JB544 
i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  a m o u n ts  o f  b i o t i n .
To d e t e r m i n e  i f  e x o g e n o u s  h e m in  r e d u c e d  t h e  a m o u n t o f  
b i o t i n  n e e d e d  f o r  g r o w th  o f  AJB544 o r  w h e th e r  t h e  h e m in  w as 
c o n t a m i n a t e d  w i t h  b i o t i n ,  t h e  g r o w th  o f  £ .  c o l i  b i o  m u ta n t s  
o n  m in im a l  A1 a g a r  p l a t e s  s u p p le m e n te d  w i t h  e i t h e r  0 .1  mM 
h e m in  o r  20 nM b i o t i n  w as t e s t e d .  U n l ik e  £ .  c a p s u l a t u s . £ .  
c o l i  c a n n o t  t r a n s p o r t  h e m in  ( 1 1 1 ) .  I f  t h e  £ .  c o l i  b i o  
m u ta n t s  c o u l d  g ro w  o n  m edium  c o n t a i n i n g  h e m in , i t  w o u ld  
i n d i c a t e  t h a t  t h e  h e m in  w as c o n t a m i n a t e d  w i t h  b i o t i n .
W h ile  a l l  t h e  s t r a i n s  g re w  w e l l  w hen s u p p le m e n te d  w i t h  
b i o t i n ,  n o n e  o f  th e m  g re w  o n  p l a t e s  c o n t a i n i n g  h e m in .  T h i s  
r e s u l t  s u g g e s t s  t h a t  t h e  h e m in  i s  n o t  c o n ta m in a t e d  w i t h  a  
s u f f i c i e n t  a m o u n t o f  b i o t i n  t o  p e r m i t  g r o w th  o f  £ .  c o l i .
A s e x p e c t e d ,  a d d i t i o n  o f  a v i d i n ,  a  p r o t e i n  w h ic h  
s p e c i f i c a l l y  b i n d s  t o  b i o t i n ,  t o  R C V -hem in p l a t e s  p r e v e n t e d  
g r o w th  o f  A JB 544 . T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  RCV m edium  
p r o b a b l y  c o n t a i n s  t r a c e  a m o u n ts  o f  b i o t i n  s u f f i c i e n t  t o  
a l l o w  s lo w  g r o w th  o f  AJB544 a n d  t h a t  h e m in  d o e s  n o t  
c o m p l e t e l y  r e p l a c e  t h e  b i o t i n  r e q u i r e m e n t .
Table 6. Growth of AJB544 in RCV-biotin Medium.
B i o t i n  c o n c e n t r a t i o n  (nM) 
0 .1 6
1 .2 5  
2 .5 0  
2 0 . 0
G e n e r a t i o n  T im e f h /c r e n la
3 5 .0
1 1 .5
10.0
9  oG ro w th  w as o b t a i n e d  b y  i n c u b a t i n g  c u l t u r e s  a t  37 c  on  a  
r o l l e r  d ru m  i n  t e s t  t u b e s  c o n t a i n i n g  RCV m edium  a n d  t h e  
i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  b i o t i n .
I d e n t i f i c a t i o n  s £  P o r p h y r i n s  A c c u m u la te d  S y  M EM -4.■
To f u r t h e r  c h a r a c t e r i z e  t h e  d e p e n d e n c e  o f  AJB544 o n  
h e m in  a n d  b i o t i n  f o r  g r o w th ,  a c c u m u la t io n  o f  p o r p h y r i n s  w as 
d e t e r m i n e d  b y  t h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  a n d  f l u o r o m e t r i c  
a n a l y s i s .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  p o r p h y r i n  p r e c u r s o r s  
p r o d u c e d  b y  A JB544 w hen g ro w n  i n  R C V -herain , i t  w as f i r s t  
n e c e s s a r y  t o  re m o v e  t h e  h e m in  f ro m  t h e  p o r p h y r i n  e x t r a c t  
s i n c e  h e m in  w as f o u n d  t o  c o - m i g r a t e  w i t h  t h e  c o p r o p o r p h y r i n  
s t a n d a r d  (R f  = 0 . 4 0 ) .  I t  w as a l s o  d e t e r m in e d  t h a t  h e m in  
q u e n c h e d  c o p r o p o r p h y r i n  f l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n  a s  m uch a s  
98% w hen know n a m o u n ts  o f  t h e s e  co m pounds w e re  c o m b in e d  a n d  
f l u o r e s c e n c e  m e a s u r e d  ( e x c i t a t i o n  = 402  nm; e m i s s i o n  = 550 
nm t o  650  n m ) . T he  b e s t  r e s u l t s  f o r  s e p a r a t i o n  o f  h e m in  
f ro m  t h e  p o r p h y r i n  e x t r a c t  w as a c h i e v e d  b y  t h i n - l a y e r  
c h r o m a to g r a p h y  o f  t h e  p o r p h y r i n  e x t r a c t  on  s i l i c a  g e l  G, 
d e v e lo p e d  w i t h  70% e t h a n o l .  T he  p o r p h y r i n  b a n d  w as 
r e c o v e r e d  a n d  s p o t t e d  o n t o  a  s e c o n d  s i l i c a  g e l  G p l a t e  a n d  
d e v e lo p e d  w i t h  2 , 6 - lu t id in e - a m m o n iu m  h y d r o x id e  t o  s e p a r a t e  
t h e  p o r p h y r i n s .  TLC a n a l y s i s  o f  p o r p h y r i n s  e x t r a c t e d  f ro m  
A JB544 w hen g ro w n  i n  R C V -hem in d e m o n s t r a t e d  t h a t  tw o  
f l u o r e s c e n t  co m p o u n d s  a c c u m u la t e d ,  o n e  w h ic h  c o - m i g r a t e d  
w i t h  t h e  c o p r o p o r p h y r i n  s t a n d a r d  (R f  = 0 .4 )  a n d  t h e  o t h e r  
w h ic h  c o - m i g r a t e d  w i t h  t h e  p r o t o p o r p h y r i n  s t a n d a r d  (Rf  = 
0 . 5 6 ) .  A c c u m u la t io n  o f  M g - 2 ,4 - d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 
m o n o m e th y l e s t e r  w as n o t  d e t e c t e d .  A JB 478 , h o w e v e r ,  d i d
n o t  a c c u m u la te  e i t h e r  c o p r o p o r p h y r i n  o r  p r o t o p o r p h y r i n  w hen 
g ro w n  i n  RCV c o n t a i n i n g  h e m in  b u t  d i d  a c c u m u la te  M g -2 ,4 -  
d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5  m o n o m e th y l e s t e r  (Rf  = 0 . 7 2 ) .  
C o p r o p o r p h y r in  a n d  p r o t o p o r p h y r i n  d i d  n o t  a c c u m u la te  w hen 
AJB544 w as g ro w n  i n  PYE. H o w ev e r, Mg- 2 , 4 - d i v i n y l  
p h e o p o r p h y r in  &5 ra o n o m e th y l e s t e r  w as d e t e c t e d  (Rf  = 0 . 7 1 ) .
To d e t e r m i n e  i f  p o r p h y r i n  p r e c u r s o r s  a c c u m u la te d  d u r i n g  
g ro w th  o f  AJB544 i n  RCV c o n t a i n i n g  b l o t i n ,  c u l t u r e s  o f  
AJB544 c o n t a i n i n g  b i o t i n  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  f ro m  0 .1 2 5  
nM t o  2 0 .0  nM w e re  g ro w n  a n d  h a r v e s t e d .  P o r p h y r i n s  w e re  
e x t r a c t e d  i n  a c e t o n e - r a e t h a n o l  a n d  s p o t t e d  o n t o  s i l i c a  g e l  G 
p l a t e s  a n d  d e v e lo p e d  w i t h  2 , 6 - lu t id in e - a m m o n iu m  h y d r o x i d e .  
A t c o n c e n t r a t i o n s  l e s s  t h a n  2 .5  nM b i o t i n ,  c o p r o p o r p h y r i n  
a n d  p r o t o p o r p h y r i n  w e re  t h e  o n l y  d e t e c t a b l e  p o r p h y r i n s  
w h e r e a s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  2 . 5  nM b i o t i n ,  M g -2 ,4 -  
d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 m o n o m e th y l e s t e r  w as t h e  o n ly  
p o r p h y r i n  d e t e c t e d .  T a b le  7 s u m m a r iz e s  t h e  p o r p h y r i n s  
d e t e c t e d  b y  TLC a n a l y s i s  i s o l a t e d  f ro m  A JB478 a n d  A JB544 
g ro w n  u n d e r  v a r i o u s  g ro w th  c o n d i t i o n s .
F o r  f l u o r o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  r e l a t i v e  a m o u n ts  o f  
p o r p h y r i n s  a c c u m u la te d  d u r i n g  g r o w th  o f  AJB544 o r  AJB478 i n  
R C V -hem in , t h e  p o r p h y r i n s  w e re  s e p a r a t e d  b y  t h i n - l a y e r  
c h r o m a to g r a p h y .  T he  p o r p h y r i n s  w e re  q u a n t i t a t e d  b y  
c o m p a r is o n  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  ( e x c i t a t i o n  = 402 nm? 
e m i s s i o n  =  550  nm t o  650  nm) t o  a  s t a n d a r d  c u r v e  d e v e lo p e d  
u s i n g  c o m m e rc ia l  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  tw o  p o r p h y r i n s .
T a b le  7 .  Sum m ary o f  P o r p h y r i n s  D e t e c t e d  b y  T h in - L a y e r  
C h ro m a to g r a p h y .
S t r a i n  M edium P o r o h v r i n s a
A JB478
A JB544
A JB544
AJB544
A JB544
R C V -hem in 
R CV -hem in 
R C V - b io t in  
(<  2 .5  nM) 
R C V - b io t in  
(2 0  nM)
PYE
COPRO
+
+
PROTO
+
+
MPME
+
a P o r p h y r i n  a b b r e v i a t i o n s :  COPRO = c o p r o p o r p h y r i n ;  PROTO =
p r o t o p o r p h y r i n ;  MPME = M g -2 ,4  d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 
m o n o m e th y l e s t e r .  "+ "  -  d e t e c t a b l e  f l u o r e s c e n t  p o r p h y r i n  
b a n d .
F l u o r o m e t r i c  a n a l y s i s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d u r i n g  g ro w th  o f  
A JB 544 i n  R C V -hem in , c o p r o p o r p h y r i n  a c c u m u la te d  t o  a  l e v e l  
o f  4 nH , w h i l e  p r o t o p o r p h y r i n  r e a c h e d  1 nM. A c c u m u la t io n  
o f  c o p r o p o r p h y r i n  o r  p r o t o p o r p h y r i n  w as n o t  d e t e c t a b l e  i n  
A JB 478 w hen  g ro w n  i n  RCV c o n t a i n i n g  h e m in .
E f f e c t  a £  B i o t i n  fin  B a c t e r i o c h l o r o p h y l l  B i o s y n t h e s i s . .
To d e t e r m i n e  w h e th e r  b i o t i n  w as r e q u i r e d  f o r  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  i n  f i .  c a p s u l a t u s . a  b chB + 
d e r i v a t i v e  o f  A JB544 w as c o n s t r u c t e d .  T h i s  s t r a i n ,  
d e s i g n a t e d  A JB 5 4 5 , w as i s o l a t e d  b y  i n t r o d u c i n g  pR P S 404 , a n  
R - f a c t o r  c o n t a i n i n g  a l l  t h e  b c h  g e n e s  ( 8 2 ) ,  i n t o  AJB544 b y  
c o n j u g a t i o n ,  a n d  s e l e c t i n g  f o r  p h o t o s y n t h e t i c  g r o w th  a n d  
l o s s  o f  l a c Z  e x p r e s s i o n  o n  R C V - b io t in  p l a t e s  c o n t a i n i n g  5 -  
B r o m o - 4 - c h l o r o - 3 - i n d o y l - B - D - g a l a c t o p y r a n o s i d e . S e l e c t i o n  
f o r  s i m u l t a n e o u s  l o s s  o f  t h e  Mud p h a g e  a n d  r e s t o r a t i o n  o f  
s t a b l e  p h o t o s y n t h e t i c  g ro w th  r e q u i r e s  t h a t  t h e  b chB  g e n e  
f ro m  pR PS404 b e  r e c o m b in e d  i n t o  t h e  ch ro m o so m e  o f  A JB 544 . 
P h o t o s y n t h e t i c  L a c ”  c o l o n i e s  w e re  s c r e e n e d  f o r  d e p e n d e n c e  
o n  b i o t i n  f o r  g r o w th .  C u l t u r e s  o f  s t r a i n  A JB 545 w e re  
e i t h e r  g ro w n  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  o r  a e r o b i c a l l y  i n  f l a s k s  
g e n t l y  s h a k i n g  a t  3 7 °C i n  RCV c o n t a i n i n g  b i o t i n .  
B a c t e r i o c h l o r o p h y l l  w as e x t r a c t e d  i n  a c e t o n e - m e t h a n o l  a n d  
q u a n t i t a t e d .  A s show n i n  T a b le  8 ,  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l
Table 8. Bacteriochlorophyll Formation by Strain AJB545.
Bag-teilaclilQrgshyJ. 1 g.ongentratioj 3
B i o t i n
n t r a t i o n  fnM^ P h Q t .9 s y n th e t i c b A ex o b iG
0 .0 0 .0 3 0 .0
0 .1 6 0 .6 1 0 .0 3
0 .3 1 0 .8 8 0 .0 8
1 .2 5 1 .4 2 0 .3 4
2 .5 0 1 .8 4 0 .7 6
2 0 .0 4 .9 2 0 .9 9
a  B a c t e r i o c h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n  w as m e a s u r e d  a s
d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s , a n d  i s  e x p r e s s e d  a s  
(xg p e r  mg p r o t e i n .
b  P h o t o s y n t h e t i c  g ro w th  w as  a c h i e v e d  b y  g r o w in g  c u l t u r e s  i n  
s c r e w - c a p p e d  t u b e s  f i l l e d  w i t h  RCV m edium  c o n t a i n i n g  t h e  
i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  b i o t i n  20 cm f ro m  a  b a n k  o f  
f o u r  lOOw l i g h t  b u l b s .
c  A e r o b ic  g ro w th  w a s  o b t a i n e d  b y  g ro w in g  c u l t u r e s  i n  125m l 
f l a s k s  c o n t a i n i n g  10m l o f  RCV m edium  a n d  t h e  i n d i c a t e d  
c o n c e n t r a t i o n  o f  b i o t i n .
f o r m a t i o n  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  b i o t i n  c o n c e n t r a t i o n  
w hen g ro w n  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  o r  a e r o b i c a l l y  i n  t h e  d a r k .
B io s y n t h e s i s  S i  R o r o h v r in s  fey C e l l - E r e e  E x t r a c t s .
To i n v e s t i g a t e  a  p o s s i b l e  r o l e  f o r  b i o t i n  i n  p o r p h y r i n  
b i o s y n t h e s i s ,  i t  w as  n e c e s s a r y  t o  s t u d y  t h e  i n  v i t r o  
f o r m a t i o n  o f  p o r p h y r i n s ,  c u l t u r e s  o f  AJB478 g ro w n  i n  RCV- 
h e m in  a n d  A JB544 g ro w n  i n  e i t h e r  R C V -hem in o r  R C V - b io t in  
w e re  h a r v e s t e d  a n d  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  p r e p a r e d  b y  
s o n i c a t i o n  o r  p a s s a g e  t h r o u g h  a  F r e n c h  p r e s s .  V a r io u s  
s u b s t r a t e s  w e re  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a n d  t h e  
a b i l i t y  o f  t h e  e x t r a c t s  t o  fo rm  p r o t o p o r p h y r i n  d e t e r m i n e d .  
M e a s u re m e n t o f  n m o le s  p r o t o p o r p h y r i n  fo rm e d  p e r  h o u r  p e r  mg 
p r o t e i n  w as  d e t e r m in e d  b y  m e a s u r in g  t h e  a b s o r b a n c e  o f  
p r o t o p o r p h y r i n  a t  63 3  nm i n  a  P e r k in - E lm e r  
s p e c t r o p h o t o m e t e r .  T he  e f f e c t  o f  b i o t i n  on  p r o t o p o r p h y r i n  
f o r m a t i o n  w as m e a s u re d  b y  a d d in g  b i o t i n  t o  t h e  enzym e 
a s s a y s .
a )  C o n v e r s io n  o f  a m i n o l e v u l i n a t e  a n d  p o r p h o b i l i n o g e n  t o
p r o t o p o r p h y r i n .
A m i n o l e v u l i n a t e  o r  p o r p h o b i l i n o g e n  w as a d d e d  t o  t h e  
a e r o b i c  a s s a y  m i x t u r e s  a n d  t h e  c u v e t t e s  i n c u b a t e d  a t  3 7 °C . 
A b s o r b a n c e  w as m e a s u r e d  p e r i o d i c a l l y  a n d  n m o le s
p r o t o p o r p h y r i n  fo rm e d  p e r  h o u r  p e r  mg p r o t e i n  d e t e r m i n e d .
A c o m p a r is o n  o f  t h e  r e s u l t s  i n  T a b le  9 b e tw e e n  t h e  t o t a l  
n m o le s  p r o t o p o r p h y r i n  fo rm e d  b y  t h e  R C V -hem in e x t r a c t s  o f  
A JB 478 a n d  AJB544 r e v e a l s  t h a t  t h e  enzym e a c t i v i t y  o f  
A JB544 i s  r e d u c e d .  When c o m p a re d  t o  t h e  a m o u n t o f  
p r o t o p o r p h y r i n  fo rm e d  b y  A JB 4 7 8 , AJB544 fo rm e d  o n ly  14% o f  
t h e  n o rm a l  l e v e l  o f  p r o t o p o r p h y r i n  f ro m  a m i n o l e v u l i n a t e  a n d  
31% o f  t h e  n o rm a l  l e v e l  o f  p r o t o p o r p h y r i n  f ro m  
p o r p h o b i l i n o g e n .  A d d i t i o n  o f  0 .2  p.M b i o t i n  t o  t h e  a s s a y  
m i x t u r e  r e s u l t e d  i n  a  2 - f o l d  t o  3 . 8 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  
a m o u n ts  o f  p r o t o p o r p h y r i n  fo rm e d  f ro m  a m i n o l e v u l i n a t e  o r  
p o r p h o b i l i n o g e n  b y  t h e  A JB 544 e x t r a c t .  T h e s e  v a l u e s  a r e  
s i m i l a r  t o  t h a t  o b t a i n e d  w hen  AJB544 i s  g ro w n  i n  RCV- 
b i o t i n .
b )  C o n v e r s io n  o f  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n .
F r e s h l y  p r e p a r e d  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  w as a d d e d  t o  t h e  
a e r o b i c  a s s a y  m i x t u r e  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  p r o t o p o r p h y r i n  
w as d e t e r m in e d  b y  m e a s u r in g  t h e  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  a t  633 
nm i n  a  P e r k i n - E l m e r  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  A s t h e  r e s u l t s  i n  
T a b le  9 sh o w , p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  a c t i v i t y  w as 
e s s e n t i a l l y  t h e  sam e  i n  b o t h  o f  A JB 478 a n d  A JB 544 . T h i s  
r e s u l t  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d e c r e a s e d  a b i l i t y  o f  A JB544 
e x t r a c t s  t o  fo rm  p r o t o p o r p h y r i n  f ro m  a m i n o l e v u l i n a t e  o r
Table 9. Biosynthesis of Porphyrins by Cell-Free Extracts.
C e l l - f r e e  n m o le s  p r o t o p o r p h y r i n  fo rm e d
b  3e x t r a c t  p e r  h o u r  p e r  mg p r o t e i n
S u b s t r a t e 0 : ALA EES PRQTOGEN
A JB 4 7 8 , R C V -hem in 
A JB 544 , R C V -hem in  
A JB 5 4 4 , R C V - b io t in  
A JB 5 4 4 , R C V -hem in
+ 0 . 2  pM b i o t i n d
2 .9 4  1 .6 1  4 3 .9
0 .4 1  0 .5 0  4 5 .5
1.21
1 .5 7  1 .0 1
a R e p o r t e d  v a l u e s  a r e  a v e r a g e s  o f  a t  l e a s t  3 d e t e r m i n a t i o n s .
b C e l l - f r e e  e x t r a c t s  w e re  p r e p a r e d  f ro m  c u l t u r e s  o f  A JB478 
o r  A JB 544 g ro w n  a e r o b i c a l l y  i n  RCV w i t h  0 .0 4  mM h e m in  o r  
RCV w i t h  20 nM b i o t i n .
c A b b r e v i a t i o n s  a r e :  ALA = a m i n o l e v u l i n a t e ,  PBG =
p o r p h o b i l i n o g e n ,  PROTOGEN = p r o t o p o r p h y r i n o g e n .
0 .2  (iM b i o t i n  w as a d d e d  t o  t h e  a s s a y  m i x t u r e .
p o r p h o b i l i n o g e n  i s  l o c a l i z e d  t o  a  s t e p  b e f o r e  t h i s  l a s t  
s t e p  o f  t h e  p a th w a y ,  i . e .  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
p o r p h o b i l i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n o g e n .
C h a r a c t e r i z a t i o n  q£. B i o t i n  R e q u i r e m e n t .
To d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  b i o t i n  r e q u i r e m e n t ,  
c r o s s f e e d i n g  s t u d i e s  w e re  p e r f o r m e d  u s i n g  know n £ .  c o l i  
b i o t i n  m u t a n t s .  T he  £ .  c o l i  b i o t i n  b i o s y n t h e t i c  p a th w a y  i s  
d e p i c t e d  i n  F i g u r e  3 .  As show n i n  F i g u r e  4 a n d  su m m a riz e d  
i n  T a b le  1 0 ,  A JB 544 c o u l d  o n l y  b e  c r o s s f e d  b y  t h e  £ .  c o l i  
a n d  £ .  c a p s u l a t u s  b i o + s t r a i n s ,  a n d  n o t  b y  a n y  o f  t h e  £ .  
c o l i  b i o  m u t a n t s .  A d d i t i o n a l l y ,  w h i l e  A JB 544 c o u ld  
c r o s s f e e d  t h e  b io A . b io D . a n d  b io F  m u t a n t s ,  i t  c o u ld  n o t  
c r o s s f e e d  t h e  b io B  m u t a n t .  T h e  b io B  g e n e  e n c o d e s  b i o t i n  
s y n t h a s e ,  w h ic h  c a t a l y z e s  t h e  l a s t  s t e p  i n  t h e  b i o t i n  
p a th w a y ,  t h e  c o n v e r s i o n  o f  d e t h i o b i o t i n  t o  b i o t i n .  T en  jiM 
d e t h i o b i o t i n  w as a d d e d  t o  m in im a l  m edium  a n d  t h e  £ .  c o l i  
m u t a n t s  a n d  A JB 544 w e re  t e s t e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  g ro w . 
T he b io A , b io D , a n d  b io F  m u ta n t s  a l l  g re w  w h e r e a s  b o t h  t h e  
E* c o l i  b io B  m u ta n t  a n d  A JB 544 w e re  u n a b l e  t o  g ro w . T h e s e  
r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  Tnji i n s e r t e d  i n t o  t h e  B* 
c a p s u l a t u s  b io B  g e n e .  T h e  a b i l i t y  o f  A JB 544 t o  c r o s s f e e d  
t h e  £ .  c o l i  b io D  m u t a n t ,  w h ic h  r e q u i r e s  d e t h i o b i o t i n ,  
i n d i c a t e s  t h a t  t h e  o t h e r  b i o  g e n e s  i n  A JB 544 a r e
pimelyl-CoA
bioF
7-oxo-8-am inopelargonic acid
bioA
7,8-diam inopelargonic acid
bioD
d-dethiobiotin  
I bioB  
d-biotin
F i g u r e  3 .  B i o t i n  B i o s y n t h e t i c  P a th w a y
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F i g u r e  4 .  c r o s s f e e d i n g  S t u d i e s  o f  A JB544 a n d  £ .  c o l i  b i o  
M u ta n t s .  (A) S t r a i n  A JB544 w as c r o s s f e d  b y  t h e  £ •  
c a p s u l a t u s  s t r a i n ,  A JB 4 7 8 , a n d  a  b i o + £ .  c o l i  s t r a i n ,
W 3110, o n  RCV m edium  c o n t a i n i n g  g l u c o s e .  (B ) T he g ro w th  
o f  t h e  £ .  c o l i  b i o  m u ta n t s  a n d  A JB 544 i s  sh o w n  o n  RCV 
m edium  c o n t a i n i n g  g l u c o s e  a n d  b i o t i n .  (C ) T he a b i l i t y  o f  
A JB 544 t o  c r o s s f e e d ,  a n d  t o  b e  c r o s s f e d  b y ,  t h e  £ .  c o l i  b i o  
m u t a n t s  o n  RCV m edium  c o n t a i n i n g  g l u c o s e .  (D ) T he £ .  c o l i  
b i o  m u ta n t s  w e re  c r o s s f e d  b y  A JB 478 o n  RCV m edium  
c o n t a i n i n g  g l u c o s e .  L e t t e r s  a r e :  A = b io A  m u t a n t ;  B = b io B  
m u t a n t ;  D = b io D  m u ta n t ;  F = b io F  m u t a n t .
^JB 478
AJB544
AJB544
IW3110
H i
□ e3 B  a
T a b le  1 0 .  Sum m ary o f  C r o s s f e e d i n g  S t u d i e s  o f  A JB 544 a n d  £ .  
c o l i  b i o  M u ta n t s .
F e e d e r  s t r a i n 3 _ S _ tra in _ b e in c r f e d
b io F biQ A b io D b io B AJB544
b io F - - - -
biQA + - - -
b io D + + - _
b io B + + + -
W3110 + + + + +
A JB478 + + + + +
A JB544 + + + —
a  T h e  E . c o l i  s t r a i n s  u s e d  a r e  R 879 ( f c i a k ) , R875 f b io B ) , 
R 877 ( b i a E ) , a n d  R872 f b i o F J .
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f u n c t i o n a l ,  a n d  t h a t  d e t h i o b i o t i n  i s  b e i n g  p r o d u c e d  b y  t h i s  
s t r a i n .
To d e t e r m i n e  i f  b i o t i n  p r e c u r s o r s  w e re  a c c u m u la te d  
d u r i n g  g ro w th  o f  AJB544 i n  R C V -hem in , c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  
w e re  c o n c e n t r a t e d  a n d  a n a l y z e d  b y  c h r o m a to g r a p h y .  Two 
d i f f e r e n t  s o l v e n t  s y s te m s  w e re  u s e d  t o  s e p a r a t e  t h e  b i o t i n  
v i t a m e r s .  To t e s t  w h e th e r  b i o t i n  a n d  d e t h i o b i o t i n  c o u l d  b e  
d i r e c t l y  d e t e c t e d  o n  t h e  c h ro m a to g ra m , d i f f e r e n t  a m o u n ts  o f  
t h e  c o n c e n t r a t e d  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  w e re  s p o t t e d  o n to  t h e  
TLC p l a t e  a n d  d e v e lo p e d  t o  s e p a r a t e  t h e  b i o t i n  v i t a m e r s .
T he c h ro m a to g ra m  w as s p r a y e d  w i t h  t h e  t o l i d i n e  s p r a y  
r e a g e n t  t o  d e t e c t  c h l o r i n a t e d  c o m p o u n d s . No b l u e  s p o t s  
w e re  d e t e c t a b l e  i n  t h e  s a m p le  l a n e s ,  a l t h o u g h  t h e  b i o t i n  
a n d  d e t h i o b i o t i n  s t a n d a r d s  w e re  d e t e c t e d .  When t h e  
b u t a n o l : w a t e r  s o l v e n t  s y s te m  w as u s e d  f o r  d e v e lo p m e n t  o f  
t h e  c h ro m a to g ra m , b i o t i n  h a d  a  Rf  v a l u e  o f  0 .2 0  a n d  
d e t h i o b i o t i n  h a d  a  Rf  v a l u e  o f  0 . 3 5 .  When t h e  a c e t i c  
a c i d : a c e t o n e : m e t h a n o l : b e n z e n e  s o l v e n t  s y s te m  w as u s e d ,  
b i o t i n  h a d  a  R^ v a l u e  o f  0 .3 0  a n d  d e t h i o b i o t i n  h a d  a  R^ 
v a l u e  o f  0 .3 8 .  T he c h r o m a to g r a p h y  w as r e p e a t e d  a n d  
s e c t i o n s  o f  t h e  c h ro m a to g ra m  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  b i o t i n  
a n d  d e t h i o b i o t i n  s t a n d a r d s  w e re  re m o v e d  a n d  a s s a y e d  f o r  
b i o t i n  a n d  d e t h i o b i o t i n  a c t i v i t y  w i t h  t h e  £ .  c o l i  b io D  a n d  
b io B  m u t a n t s .  T he b io D  s t r a i n ,  w h ic h  i s  u n a b le  t o  
s y n t h e s i z e  d e t h i o b i o t i n ,  r e s p o n d s  t o  b o t h  d e t h i o b i o t i n  a n d  
b i o t i n ,  w h e r e a s  t h e  b io B  s t r a i n  c a n  o n l y  g ro w  w hen
s u p p le m e n te d  w i t h  b i o t i n .  T h u s ,  a c c u m u l a t i o n  o f  
d e t h i o b i o t i n  o r  b i o t i n  i n  c u l t u r e s  o f  A JB 544 c a n  b e  
d e t e c t e d  b y  t h e  a b i l i t y  o f  t h e s e  s t r a i n s  t o  g ro w . As 
s u m m a riz e d  i n  T a b le  1 1 ,  w hen A JB 544 w as g ro w n  i n  R C V -hem in , 
d e t h i o b i o t i n  a c c u m u la te d  a s  show n b y  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  £ .  
c o l i  b io D  m u ta n t  t o  g ro w . H o w e v e r , A JB 544 d i d  n o t  
a c c u m u la te  b i o t i n  s i n c e ,  w hen t h e  b i o t i n  c o n t a i n i n g  a r e a  o f  
t h e  p l a t e  w as e l u t e d ,  n e i t h e r  t h e  b io D  a n d  b io B  m u ta n t s  
w e re  a b l e  t o  g ro w .
location s£ the xn£ insertion.
C h ro m o so m al DNA fro m  s t r a i n s  A JB 478 a n d  AJB544 w as 
d i g e s t e d  w i t h  E coR I a n d  s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  a  
0 .7%  a g a r o s e  g e l .  T he DNA w as t r a n s f e r r e d  t o  
n i t r o c e l l u l o s e ,  a n d  t h e  b l o t  p r o b e d  w i t h  n i c k - t r a n s l a t e d  
pSU P202 a n d  pSU P2021 DNA. P la s m id  pSU P2021 i s  a  d e r i v a t i v e  
o f  pSUP202 w h ic h  c o n t a i n s  Tnjj ( 1 1 7 ) .  B o th  pSUP202 a n d  
pSU P2021 h y b r i d i z e d  t o  a n  EcoR I  f r a g m e n t  o f  a p p r o x i m a t e l y  
7 .7  k i l o b a s e  p a i r s  ( k b )  ( F i g u r e  5 ) .  T h i s  w as p r o b a b l y  d u e  
t o  h o m o lo g y  b e tw e e n  t h e  b l a  g e n e  o n  t h e  p l a s m i d s  a n d  t h e  
b l a  g e n e  i n  t h e  Mud p h a g e  i n s e r t i o n  i n  t h e  E* c a p s u l a t u s  
s t r a i n s .  I n  a d d i t i o n  t o  t h i s  f r a g m e n t ,  p S U P 2 0 2 l h y b r i d i z e d  
t o  a  s e c o n d  f r a g m e n t  o f  1 0 .5  k b  i n  A JB 544 b u t  n o t  i n  
A JB 4 7 8 . T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  s t r a i n  A JB 544 h a s  a  
s i n g l e  T n£  i n s e r t i o n  a n d  t h a t ,  b a s e d  o n  t h e  s i z e  o f  t h e
T a b le  1 1 .  A c c u m u la t io n  o f  B i o t i n  a n d  D e t h i o b i o t i n  
b y  A JB 544 .
S o l v e n t I a SQly.snt;_ii
fii<?iinb D e t h i o b i o t i n B i o t i n  D e t h i o b i o t i n
S t r a i n 0 (R f = 0 .2 ) (R f = 0 .3 5 ) (R f = 0 .3 )  (R f = 0 .3 8 )
bioP • -f
—
--------------------------- 1
— ~
a S o l v e n t  I ,  n - b u t y l  a l c o h o l : w a t e r ( 4 3 : 7 , v / v )?  S o l v e n t  I I ,  
a c e t i c  a c i d : a c e t o n e : m e t h a n o l : b e n z e n e  ( 5 : 5 : 2 0 : 7 0 ,  v / v ) .
b T he a r e a  o f  t h e  c h ro m a to g ra m  t h a t  s h o u l d  c o n t a i n  t h e  
b i o t i n  a n d  d e t h i o b i o t i n  a c c u m u la te d  b y  A JB 544 w as s c r a p e d  
o f f  t h e  p l a t e ,  e l u t e d ,  a n d  t e s t e d  f o r  t h e  a b i l i t y  t o  
s u p p o r t  g ro w th  o f  £ .  c o l i  b io B  a n d  b io D  m u t a n t s .
c G ro w th  o f  f i .  c o l i  b i o  m u ta n t s  w as t e s t e d  b y  g ro w in g  
c u l t u r e s  i n  t e s t  t u b e s ,  i n c u b a t e d  a t  3 7 "c o n  a  r o l l e r  
d ru m . A "+ "  i n d i c a t e s  d e t e c t a b l e  g r o w th .
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F i g u r e  5 .  D e m o n s t r a t i o n  o f  a  S i n g l e  Tnji I n s e r t i o n  i n  
A JB 5 4 4 . C h ro m o so m al DNAs w e re  d i g e s t e d  w i t h  E coR I . 
S o u th e r n  B l o t s  o f  A JB478 a n d  A JB544 DNAs w e re  p r o b e d  w i t h  
(A) p l a s m id  pS U P 202 , a n d  (B ) w i t h  p l a s m i d  p S U P 2021 , w h ic h  
i s  i d e n t i c a l  t o  psU P 202 e x c e p t  i t  c o n t a i n s  T n £ . T he 
n u m b e rs  r e f e r  t o  t h e  s i 2e s  o f  m o l e c u l a r  s t a n d a r d s ,  i n  
k i l o b a s e  p a i r s .  T h e  b a n d  p r e s e n t  i n  b o t h  l a n e s  i s  d u e  t o  
h o m o lo g y  b e tw e e n  t h e  p l a s m id  v e c t o r  a n d  t h e  Hud p h a g e  i n  
t h e  c h ro m o so m e .
AJB478
AJB544
AJB478
AJB544
t r a n s p o s o n ,  T n £  i n s e r t e d  i n t o  a n  E sfiR I f r a g m e n t  o f  
a p p r o x i m a t e l y  4 .7  k b .
i s o l a t i o n  s £  a  c o s m id  t h a t  C o m p le m en ts  M B 5 M *
An EcoR I  l i b r a r y  o f  t h e  B . c a o s u l a t u s  s t r a i n  SB1003 
c l o n e d  i n t o  t h e  c o s m id  pLAFRI ( 1 )  w as o b t a i n e d  f ro m  R . 
H a z e l k o r n 's  l a b o r a t o r y .  T h i s  l i b r a r y  w as s c r e e n e d  b y  
p e r f o r m i n g  t r i p a r e n t a l  m a t in g s  b e tw e e n  t h i s  l i b r a r y ,  s t r a i n  
HB101 c a r r y i n g  t h e  m o b i l i z i n g  p l a s m i d  pR K 2013, a n d  t h e  R . 
c a p s u l a t u s  b io B  s t r a i n  A JB 544 . B i o t i n - i n d e p e n d e n t  
e x c o n j u g a n t s  w e re  s e l e c t e d  on  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  10 
ng  k a n a m y c in  p e r  m l a n d  1 n g  t e t r a c y c l i n e  p e r  m l. E i g h t  
e x c o n j u g a n t s  w e re  i s o l a t e d .  C o sm id  DNA w as i s o l a t e d  f ro m  
t h e s e  c o l o n i e s  b y  t h e  B ir n b o im - D o ly  p r o c e d u r e  a n d  u s e d  t o  
t r a n s f o r m  t h e  f i .  c o l i  s t r a i n  M C1061. A c o s m id ,  i d e n t i c a l  
i n  a l l  e i g h t  e x c o n j u g a n t s ,  w i t h  a  t o t a l  i n s e r t  s i z e  o f  2 8 .5  
k b ,  w as i s o l a t e d .  E coR I  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c le a s e  a n a l y s i s  
o f  t h e  c o s m id  y i e l d e d  e i g h t  i n s e r t  f r a g m e n t s  o f  
a p p r o x i m a t e l y  7 . 4 ,  5 . 8 ,  4 . 7 ,  3 . 4 ,  2 . 7 ,  1 . 6 ,  1 . 5 ,  a n d  1 .4  k b  
i n  s i z e .  T h i s  c o s m id  w as d e s i g n a t e d  pCA P53.
To c o n f i r m  t h a t  t h e  c o s m id  pCAP53 c o m p le m e n te d  t h e  b io B  
s t r a i n  A JB 5 4 4 , t h e  c o s m id  w as m a te d  b a c k  i n t o  A JB 544 . A 
t r i p a r e n t a l  m a t in g  w as p e r f o r m e d  b e tw e e n  pC A P53/M C 1061, 
pR K 2013 /H B 101 , a n d  A JB 5 4 4 . T he  m a t in g  m i x t u r e  w as p l a t e d  
on  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  1 \ig t e t r a c y c l i n e  p e r  m l ,  10
(xg k a n a m y c in  p e r  m l a n d  40 nM b i o t i n .  O n e -h u n d re d  c o l o n i e s  
w e re  s c o r e d  f o r  b i o t i n - i n d e p e n d e n c e  o n  RCV a g a r  p l a t e s  
c o n t a i n i n g  a v i d i n .  A l l  o n e - h u n d r e d  t e t r a c y c l i n e - r e s i s t a n t  
c o l o n i e s  w e re  b i o t i n - i n d e p e n d e n t ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  pCAP53 
c o n t a i n e d  t h e  b io B  g e n e .
To f u r t h e r  d e m o n s t r a t e  t h a t  pCAP53 c o m p le m e n te d  A JB 5 4 4 , 
t h e  a b i l i t y  o f  pC A P53/A JB 544 t o  c r o s s f e e d  s t r a i n  A JB544 w as 
t e s t e d  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  k a n a m y c in .  As 
e x p e c t e d ,  pC A P53/A JB 544 c r o s s f e d  A JB 544 .
S in c e  A JB544 w as i n i t i a l l y  i s o l a t e d  a s  a  n o n -  
f l u o r e s c e n t  a n d  h e m in - d e p e n d e n t  m u t a n t ,  r e s t o r a t i o n  o f  
f l u o r e s c e n c e  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  pCAP53 w as c h e c k e d  b y  
p l a t i n g  pC A P 53/A JB 544 , A JB544 a n d  A JB 478 o n  R C V -hem in 
p l a t e s .  F l u o r e s c e n c e  w as c o m p a re d  b y  v ie w in g  t h e  c o l o n i e s  
w i t h  a  lo n g - w a v e  UV la m p . B o th  pC A P53/A JB 544 a n d  A JB478 
w e re  f l u o r e s c e n t  w h e r e a s  AJB544 w as n o t .
Cloning o£ Gene. .
S o u th e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  A JB478 a n d  A JB 544 c h ro m o so m a l 
DNAs i n d i c a t e d  t h a t  t h e  Tnj* h a d  i n s e r t e d  i n t o  a n  E coR I 
f r a g m e n t  o f  a p p r o x i m a t e l y  4 . 7  k b  i n  s i z e  ( F i g u r e  5 ) .  
H y b r i d i z a t i o n  o f  EcoR I - d i g e s t e d  A JB 478 a n d  A JB 544 
c h ro m o so m a l DNAs w i t h  n i c k - t r a n s l a t e d  pLAFRI a n d  pCAP53 DNA 
d e m o n s t r a t e d  t h a t  pCAP53 h y b r i d i z e d  t o  a  4 . 7  k b  EfifiRI 
f r a g m e n t  p r e s e n t  i n  A JB 478 b u t  n o t  i n  AJB544 ( F i g u r e  6 ) .
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F i g u r e  6 .  s o u t h e r n  B l o t s  o f  A JB 478 a n d  AJB544 DNAs. 
C h ro m o so m al DNAs w e re  d i g e s t e d  w i t h  EcoR I . (A ) T h e  b l o t
w as  p r o b e d  w i t h  p l a s m id  pL A FR I. (B ) T h e  b l o t  w as p r o b e d  
w i t h  p l a s m i d  pCA P53. T h e  n u m b e rs  r e f e r  t o  t h e  s i z e s  o f  
m o l e c u l a r  s t a n d a r d s ,  i n  K i l o b a s e  p a i r s .  An a r r o w  p o i n t s  t o  
t h e  4 .7  k b  E coR I  f r a g m e n t  p r e s e n t  i n  A JB478 b u t  a b s e n t  i n  
A JB 5 4 4 .
-23.1-
AJB478
AJB544
|AJB478 
| AJB544
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T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  T n£  h a d  i n s e r t e d  i n t o  t h e  4 .7  k b  
EcoR I  f r a g m e n t  p r e s e n t  i n  t h e  c o s m id .  pLAFRI d i d  n o t  
h y b r i d i z e  t o  t h e  AJB478 a n d  A JB544 c h ro m o so m a l DNAs. Due 
t o  t h e  p r e s e n c e  o f  o t h e r  EcoR I  f r a g m e n t s  t h a t  h y b r i d i z e d  t o  
t h e  2 8 .5  k b  i n s e r t  DNA o f  pC A P53, i t  w as d i f f i c u l t  t o  
v i s u a l i z e  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p r e d i c t e d  1 0 .5  k b  EcoR I  
f r a g m e n t  t h a t  s h o u ld  b e  p r e s e n t  i n  A JB544 b u t  a b s e n t  i n  
A JB 4 7 8 . T h u s ,  i t  w as  n e c e s s a r y  t o  s u b c l o n e  t h e  4 .7  k b  
EcoR I  i n s e r t  f r a g m e n t  f ro m  pCA P53.
T h e  4 .7  k b  EcoR I  f r a g m e n t  w as s u b c lo n e d  f ro m  pCAP53 
i n t o  t h e  EcoR I  s i t e  o f  pB R 328 . T h i s  s u b c l o n e  w as 
d e s i g n a t e d  pC A P55. To v e r i f y  t h a t  t h e  4 .7  k b  EcoR I  
f r a g m e n t  w as in d e e d  p r e s e n t  i n  AJB478 b u t  a b s e n t  i n  A JB 544 , 
pCAP55 w as h y b r i d i z e d  t o  EcoR I - d i a e s t e d  A JB478 a n d  A JB544 
c h ro m o so m a l DNAs. As show n i n  F i g u r e  7 ,  pCAP55 h y b r i d i z e d  
t o  a  4 .7  k b  EcoR I  f r a g m e n t  p r e s e n t  i n  A JB 478 a n d  h y r i d i z e d  
t o  a  1 0 .5  k b  EcoR I  f r a g m e n t  p r e s e n t  i n  A JB 544 . T h e s e  
r e s u l t s  l o c a l i z e  t h e  b io B  g e n e  t o  t h e  4 .7  k b  E coR I i n s e r t  
f r a g m e n t  o f  t h e  c o s m id .
L o c a l i z a t i o n  &£ b io B  fSsne-
To d e t e r m i n e  i f  t h e  e n t i r e  b io B  g e n e  w as l o c a t e d  o n  t h e
4 .7  k b  EcoR I  f r a g m e n t ,  i t  w as n e c e s s a r y  t o  s u b c l o n e  t h i s  
f r a g m e n t  i n t o  a  v e c t o r  t h a t  c o u l d  b e  m o b i l i z e d  i n t o  t h e  £ .  
c a o s u l a t u s  b io B  s t r a i n  t o  t e s t  f o r  a b i l i t y  t o  c o m p le m e n t
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F i g u r e  7 .  s o u t h e r n  B l o t s  o f  A JB 478 a n d  A JB544 DNAs P r o b e d  
w i t h  P la s m id  pCA P55. C h ro m o so m al DNAs w e re  d i g e s t e d  w i t h  
EcoR I . T he  n u m b e rs  r e f e r  t o  t h e  s i z e s  o f  m o l e c u l a r  
s t a n d a r d s ,  i n  k i l o b a s e  p a i r s .  One a r r o w  p o i n t s  t o  t h e  4 .7  
k b  EcoR I  f r a g m e n t  p r e s e n t  i n  A JB 478 b u t  a b s e n t  i n  A JB 544 .
A s e c o n d  a r r o w  p o i n t s  t o  t h e  1 0 .5  k b  EcoR I  f r a g m e n t  p r e s e n t  
i n  A JB 5 4 4 . T h e  b a n d  p r e s e n t  i n  b o t h  l a n e s  i s  d u e  t o  
h o m o lo g y  b e tw e e n  t h e  p l a s m id  v e c t o r  a n d  t h e  Mud p h a g e  i n  
t h e  c h ro m o so m e .
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t h e  b i o t i n  r e q u i r e m e n t .  T h i s  f r a g m e n t  w as s u b c lo n e d  i n t o  a  
d e r i v a t i v e  o f  t h e  m o b i l i z a b l e  p l a s m id  pSU P202 w h ic h  
c o n t a i n s  t h e  s p e c t i n o m y c i n - r e s i s t a n c e  om ega c a r t r i d g e  
c l o n e d  i n t o  t h e  H in d l U  s i t e  ( 1 0 3 ) .  T h i s  s u b c lo n e  w as 
d e s i g n a t e d  pC A P60. A t r i p a r e n t a l  m a t in g  w as p e r f o r m e d  
b e tw e e n  s t r a i n  MC1061 c a r r y i n g  pCA P60, s t r a i n  HB101 
c a r r y i n g  t h e  m o b i l i z i n g  p l a s m i d  pR K 2013, a n d  s t r a i n  A JB 544 . 
E x c o n ju g a n t s  w e re  s e l e c t e d  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  
s p e c t i n o m y c i n  a n d  b i o t i n .  O n e -h u n d re d  c o l o n i e s  w e re  s c o r e d  
f o r  b i o t i n - i n d e p e n d e n c e .  A l l  o n e - h u n d r e d  c o l o n i e s  w e re  
b i o t i n - i n d e p e n d e n t ,  c o n f i r m i n g  t h a t  t h e  e n t i r e  b io B  g e n e  i s  
o n  t h e  4 . 7  k b  EcoR I  f r a g m e n t .
To d e f i n e  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  b io B  g e n e  o n  t h e  4 .7  k b  
EcoR I  f r a g m e n t ,  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c le a s e  a n a l y s i s  o f  t h e  
EcoR I  f r a g m e n t  w as u n d e r t a k e n .  T he  r e s u l t i n g  r e s t r i c t i o n  
map i s  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  8 .  Two P s t I  s i t e s  a n d  o n e  BamHI  
s i t e  w e re  l o c a t e d .  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  w h ic h  d i d  n o t  
c u t  t h i s  f r a g m e n t  i n c l u d e  H in c I I . H in d l l l .  P jqaI I ,  S a i l ;  a n d  
S p h l .
R e s t r i c t i o n  d i g e s t s  o f  pCAP60 i n d i c a t e d  t h a t  t h e  4 .7  k b  
EcoR I  f r a g m e n t  c o n t a i n e d  tw o  P s t I  s i t e s  t h a t  y i e l d e d  
f r a g m e n t s  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 .8 5  k b ,  0 . 7  k b ,  a n d  1 .1  k b  ( S e e  
F i g u r e  8 ) .  To i s o l a t e  s u b c l o n e s  c o n t a i n i n g  t h e s e  s m a l l e r  
f r a g m e n t s ,  pCAP60 w as d i g e s t e d  w i t h  P s t I ,  l i g a t e d  a n d  
t r a n s f o r m e d  i n t o  M C1061. T r a n s f o r m a n t s  w e re  p l a t e d  on  LB 
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  s p e c t i n o m y c i n  a n d  s c o r e d  f o r  l o s s  o f
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F i g u r e  8 .  R e s t r i c t i o n  Map o f  b io B - c o n t a i n i n a  C lo n e s .  
R e s t r i c t i o n  Enzym e C o d e s :  E , E co R I ; P ,  P s t I : B , BamHI .
107
a m p i c i l l i n  r e s i s t a n c e .  T h i s  c l o n i n g  s t r a t e g y  a l lo w e d  
i s o l a t i o n  o f  o n l y  tw o  p o s s i b l e  s u b c l o n e s  s i n c e  t h e  v e c t o r  
c o n t a i n e d  a  P s t I  s i t e  l o c a t e d  i n  t h e  b l a  g e n e .  T he 
s u b c l o n e  c o n t a i n i n g  t h e  2 .8 5  k b  P s t l -E c o R I f r a g m e n t  w as 
d e s i g n a t e d  pCAP63 a n d  t h e  s u b c lo n e  c o n t a i n i n g  b o t h  t h e  2 .8 5  
k b  P s t I - EcoR I  a n d  t h e  0 . 7  k b  P s t I  f r a g m e n t  w as d e s i g n a t e d  
pC A P64.
B o th  pCAP63 a n d  pCAP64 w e re  m a te d  i n t o  A JB 5 4 4 . M a tin g  
m i x t u r e s  w e re  p l a t e d  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  
s p e c t in o m y c in  a n d  b i o t i n .  E x c o n ju g a n t s  w e re  t h e n  s c o r e d  
f o r  b i o t i n - i n d e p e n d e n c e  o n  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  
a v i d i n .  A l l  e x c o n j u g a n t s ,  e i t h e r  t h o s e  c a r r y i n g  pCAP63 o r  
pC A P64, w e re  b i o t i n - i n d e p e n d e n t .  T h u s ,  t h e  b io B  g e n e  i s  
l o c a t e d  o n  t h e  2 .8 5  k b  P s t l - EcoR I  f r a g m e n t .
C o m p le m e n ta t io n  of. t h e  £ .  c o l i  b i o  M u t a n t s .
To d e t e r m i n e  i f  t h e  jR. c a p s u l a t u s  b io B  g e n e  c o u l d  
c o m p le m e n t t h e  know n £ .  c o l i  b io B  m u t a n t ,  b o t h  pCAP55 a n d  
pCAP63 DNA w as t r a n s f o r m e d  i n t o  t h e  £ .  c o l i  b io B  m u ta n t .  
pCAP55 w as a l s o  t r a n s f o r m e d  i n t o  t h e  £ .  c o l i  b io A . b i o F . 
a n d  b io D  m u ta n t s  s i n c e  t h i s  s u b c l o n e  c o n t a i n s  t h e  4 .7  k b  
f r a g m e n t  a n d  m ig h t  p o s s i b l y  c o n t a i n  o t h e r  b i o  g e n e s .  
T r a n s f o r m a n t s  w e re  s c o r e d  f o r  a b i l i t y  t o  g ro w  o n  m in im a l  A1 
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c  a n d  
a v i d i n .  No g ro w th  w as d e t e c t e d  f o r  a n y  o f  t h e  b i o  s t r a i n s
c o n t a i n i n g  e i t h e r  pCAP55 o r  pCAP63 o n  m in im a l  m edium  
c o n t a i n i n g  a v i d i n .  T h i s  i s  n o t  s u r p r i s i n g  d u e  t o  t h e  f a c t  
t h a t  R . c a o s u l a t u s  g e n e s  h a v e  n o t  b e e n  show n t o  b e  
e x p r e s s e d  i n  £ .  c o l i  ( 8 2 ) .  C o m p le m e n ta t io n  o f  t h e  £Aq £ .  
c o l i  m u ta n t s  b y  t h e  R . c a p s u l a t u s  b i o  g e n e s  may b e  a c h i e v e d  
b y  c l o n i n g  t h e  v a r i o u s  f r a g m e n t s  i n t o  a n  £ .  c o l i  e x p r e s s i o n  
v e c t o r .
DISCUSSION
I n  t h e  p a s t  d e c a d e ,  t h e  a v a i l i b i l i t y  o f  t o o l s  f o r  
g e n e t i c  m a n i p u l a t i o n s  i n  t h e  n o n s u l f u r  p u r p l e  
p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  h a s  p r o v i d e d  t h e  o p p o r t u n i t y  t o  
s t u d y  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  a t  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l .
T he t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  s y s te m  d e v e lo p e d  b y  S im on  £ i  a l*  
(1 1 7 )  h a s  g r e a t l y  f a c i l i t a t e d  t h e  i s o l a t i o n  o f  
t r a n s p o s o n - i n d u c e d  m u ta n t s  i n  a  v a r i e t y  o f  g r a m - n e g a t i v e  
o r g a n i s m s ,  i n c l u d i n g  B* c a p s u l a t u s . S t u d i e s  o n  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  t h e  g e n e s  i n v o l v e d  i n  t e t r a p y r r o l e  
b i o s y n t h e s i s  i n  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  h a s  p r o g r e s s e d  
v e r y  s l o w l y ,  p r i m a r i l y  d u e  t o  a  l a c k  o f  m u t a n t s .  T he 
r e c e n t  i s o l a t i o n  o f  t h e  f i r s t  hem  m u ta n t  o f  B* c a p s u l a t u s , 
s t r a i n  A JB 5 2 9 , w as  a c c o m p l i s h e d  b y  u s i n g  t h i s  m u ta g e n e s i s  
p r o c e d u r e  ( 1 3 2 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  p r i m a r y  g o a l  w as t o  
u t i l i z e  t h i s  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  s y s te m  t o  i s o l a t e  o t h e r  
f i .  c a p s u l a t u s  s t r a i n s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  h e m e , s i n c e  B* 
c a p s u l a t u s  r e q u i r e s  c y to c h r o m e s  f o r  a l l  m o d es o f  g r o w th  
( 6 5 ,1 3 6 ,1 3 7 ) ,  t h e  i s o l a t i o n  o f  h e m e - d e f i c i e n t  m u ta n t s  m u s t  
f i r s t  r e q u i r e  t h a t  B- c a p s u l a t u s  b e  a b l e  t o  t r a n s p o r t  
e x o g e n o u s  h e m in  o r  p r o t o p o r p h y r i n  i n  o r d e r  t o  s y n t h e s i z e  
c y to c h r o m e s .
T he  B . c a p s u l a t u s  s t r a i n  A JB 5 2 9 , a  T n £ - i n s e r t i o n  m u ta n t  
t h a t  r e q u i r e s  a m i n o l e v u l i n a t e  f o r  g r o w th ,  w as u s e d  t o  
e s t a b l i s h  t h e  c o n d i t i o n s  t h a t  w o u ld  a l l o w  h e m e - d e f i c i e n t  B*
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c a p s u l a t u s  s t r a i n s  t o  g ro w  ( 1 3 2 ) .  I t  w as  f o u n d  t h a t  t h e  f i .  
c a p s u l a t u s  s t r a i n  A JB529 c a n  g ro w  w i t h  p o r p h o b i l i n o g e n ,  
p r o t o p o r p h y r i n ,  o r  h e m in  a d d e d  t o  t h e  m ed iu m ; h o w e v e r ,  t h e  
g ro w th  o n  t h e  l a s t  tw o  s u b s t r a t e s  i s  m uch s l o w e r  t h a n  t h e  
g ro w th  o b t a i n e d  o n  a m i n o l e v u l i n a t e .  T h i s  s t u d y  i n d i c a t e d  
t h a t  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  e i t h e r  h e m in  o r  p r o t o p o r p h y r i n  
s h o u l d  s u p p o r t  e n o u g h  g ro w th  t o  a l l o w  t h e  i s o l a t i o n  o f  
m u ta n t s  b lo c k e d  a t  l a t e r  s t e p s  i n  t h e  t e t r a p y r r o l e  
b i o s y n t h e t i c  p a th w a y .  PYE b r o t h  c o n t a i n i n g  h e m in  a l s o  
s u p p o r t s  a  g ro w th  r a t e  f o r  A JB529 t h a t  s h o u l d  a l l o w  t h e  
g ro w th  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m u ta n t s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  
h e m e . A JB 529 c a n  g ro w  i n  RCV c o n t a i n i n g  h e m in  b u t  t h e  
g ro w th  r a t e  i s  m uch s l o w e r .  T h e  f a c t  t h a t  g r o w th  o f  A BJ529 
c o u l d  b e  m a i n t a i n e d  o n  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  e x o g e n o u s  
p o r p h y r i n s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h i s  m u ta n t  i s  u t i l i z i n g  t h e  
e x o g e n o u s  co m p o u n d s  t o  s y n t h e s i z e  c y to c h r o m e s .  A JB529 w as 
a l s o  c a p a b l e  o f  u s i n g  p r o t o p o r p h y r i n  t o  s y n t h e s i z e  lo w  
l e v e l s  o f  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l . H o w e v e r , p h o t o s y n t h e t i c  
g ro w th  o f  A JB 529 o n  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  p r o t o p o r p h y r i n  
c o u l d  n o t  b e  a c h i e v e d .  T he  m u t a g e n e s i s  p r o c e d u r e  a n d  
m u ta n t  c h a r a c t e r i z a t i o n  t h u s  m ay b e  l i m i t e d  t o  a e r o b i c  
g ro w th  c o n d i t i o n s .  T h i s  m ay n o t  b e  a  s i g n i f i c a n t  f a c t o r  
u n l e s s  is o z y m e s  f o r  e a c h  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e t i c  
s t e p s  e x i s t ,  e a c h  r e g u l a t e d  b y  t h e  m a g n e s iu m  o r  i r o n  
b r a n c h e s  ( 7 2 ) .  T he t h e o r y  f o r  i s o z y m e s  a t  t h e  f i r s t  s t e p  
o f  t h e  p a th w a y  i s  n o t  s u p p o r t e d  s i n c e  a m i n o l e v u l i n a t e -
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r e q u i r i n g  m u ta n t s  o f  b o t h  £ .  c a p s u l a t u s  a n d  B . s o h a e r o i d e s  
r e q u i r e  a m i n o l e v u l i n a t e  f o r  b o t h  hem e a n d  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  (72,132). H o w ev e r, s i n c e  
m u ta n t s  w i t h  l e s i o n s  i n  l a t e r  s t e p s  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  
p a th w a y  h a v e  n o t  b e e n  i s o l a t e d ,  t h i s  t h e o r y  c a n n o t  b e  
c o m p l e t e l y  r u l e d  o u t .
I n t e r e s t i n g l y ,  TnE* m u t a g e n e s i s  o f  t h e  B - c a p s u l a t u s  
s t r a i n  PAS100 d i d  n o t  r e s u l t  i n  t h e  i s o l a t i o n  o f  a n y  
s t r a i n s  u n a b le  t o  s y n t h e s i z e  h e m e . A t o t a l  o f  
a p p r o x i m a t e l y  4400  T nji d e r i v a t i v e s  o f  PAS100 w e re  s c o r e d  
f o r  d e p e n d e n c e  o n  h e m in  o r  p o r p h o b i l i n o g e n  f o r  g r o w th  b u t  
a l l  4 4 0 0  d e r i v a t i v e s  w e re  a b l e  t o  s y n t h e s i z e  h e m e . S e v e r a l  
o f  t h e s e  s t r a i n s ,  h o w e v e r ,  a p p e a r e d  t o  c o n t a i n  l e s i o n s  i n  
t h e  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  b r a n c h  s i n c e  t h e y  e i t h e r  
a c c u m u la te d  f l u o r e s c e n t  c o m p o u n d s , w e re  u n a b l e  t o  g ro w  
p h o t o s y n t h e t i c a l l y ,  o r  e x h i b i t e d  a n  a l t e r e d  p ig m e n t  
p h e n o ty p e .  One v i t a m i n  B -1 2  m u ta n t  o f  f i .  c a p s u l a t u s  w as 
i s o l a t e d ,  a l o n g  w i t h  s e v e r a l  s t r a i n s  w i t h  a l t e r e d  
c a r o t e n o i d  p h e n o ty p e s .  T h i s  i s  t h e  f i r s t  r e p o r t e d  
i s o l a t i o n  o f  a  E* c a p s u l a t u s  s t r a i n  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  
v i t a m i n  B -1 2 . A l th o u g h  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  o f  s t r a i n  
PAS100 d i d  n o t  y i e l d  m u ta n t s  w i t h  l e s i o n s  i n  t h e  common 
p a th w a y ,  m u ta g e n e s i s  d i d  a l l o w  t h e  i s o l a t i o n  o f  s e v e r a l  
t e t r a p y r r o l e  m u ta n t s  b u t  t h e  m u t a t i o n s  a r e  c o n f i n e d  t o  t h e  
b r a n c h e s  o f  t h e  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e t i c  p a th w a y .
An a l t e r n a t i v e  a p p r o a c h  f o r  s c r e e n i n g  l a r g e  n u m b e rs  o f  
TnS d e r i v a t i v e s  o f  g .  c a p s u l a t u s  s t r a i n s  w as d e v e lo p e d  i n  
o r d e r  t o  i s o l a t e  s t r a i n s  t h a t  a r e  d e f e c t i v e  i n  t e t r a p y r r o l e  
b i s y n t h e s i s ,  s i n c e  t h i s  a p p r o a c h  s im p ly  i n v o l v e d  t h e  
i s o l a t i o n  o f  TnS. d e r i v a t i v e s  o f  a  b chB  s t r a i n  b a s e d  on  
w h e th e r  a n  o b s e r v e d  f l u o r e s c e n t  p h e n o ty p e  d e v i a t e d  f ro m  t h e  
p a r e n t a l  f l u o r e s c e n t  p h e n o ty p e ,  t h i s  m e th o d  p r o v i d e s  a  m o re  
r a p i d  m e th o d  o f  s c r e e n i n g  s t r a i n s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  
h e m e . T he b chB  m u t a t i o n  c a n  t h e n  b e  re m o v e d  b y  h o m o lo g o u s  
r e c o m b i n a t i o n  s o  t h a t  b o t h  hem e a n d  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  
s y n t h e s i s  c a n  b e  s t u d i e d  i n  t h e  m u ta n t  s t r a i n s .  I t  m ig h t  
b e  e x p e c t e d  t h e n  t h a t  s e v e r a l  p h e n o ty p e s  c o u l d  r e s u l t .  T he  
m o s t  o b v io u s  c o l o n i e s  w o u ld  b e  t h o s e  t h a t  w e re  n o n -  
f l u o r e s c e n t  o r  h i g h l y  f l u o r e s c e n t ,  w h i l e  o t h e r  c o l o n i e s  
m ig h t  o n l y  e x h i b i t  a  r e d u c e d  f l u o r e s c e n c e .  N o n - f l u o r e s c e n t  
c o l o n i e s  c o u l d  r e s u l t  f ro m  l e s i o n s  o c c u r r i n g  b e f o r e  t h e  
f o r m a t i o n  o f  p r o t o p o r p h y r i n  IX  o r  f ro m  p r o t o p o r p h y r i n  IX  t o  
M g - 2 ,4 - d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 m o n o m e th y l e s t e r .
D e p e n d e n c e  o n  h e m in  f o r  g ro w th  w o u ld  d i f f e r e n t i a t e  b e tw e e n  
t h e s e  l a s t  tw o  p o s s i b i l i t i e s .  C o l o n i e s  w i t h  a  h i g h e r  
f l u o r e s c e n c e  c o u l d  b e  d u e  t o  a c c u m u la t io n  o f  e a r l i e r  
i n t e r m e d i a t e s  a s  w e l l  a s  i n c r e a s e d  a c c u m u la t io n  o f  M g -2 ,4 -  
d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 m o n o ra e th y l e s t e r ,  p e r h a p s  d u e  t o  a  
l e s i o n  t h a t  r e s u l t s  i n  o v e r p r o d u c t i o n  o f  p r e c u r s o r s .  
C o l o n i e s  w i t h  r e d u c e d  f l u o r e s c e n c e  m ig h t  b e  a t t r i b u t e d  t o  
d i f f e r e n c e s  i n  t h e  f l u o r e s c e n t  co m p o u n d s  t h a t  a r e
a c c u m u la t in g  o r  t o  p e r h a p s  a n  i n c o m p le t e  b l o c k  i n  o n e  o f  
t h e  s t e p s  l e a d i n g  t o  hem e s y n t h e s i s .  T h i s  t y p e  o f  m u ta n t  
c o u l d  p o s s i b l y  s t i l l  g ro w  w i t h o u t  h e m in  b u t  a t  a  r e d u c e d  
r a t e .  O th e r  p o s s i b l e  Tnji d e r i v a t i v e s  o f  A JB 478 u n a b l e  t o  
s y n t h e s i z e  hem e m ig h t  i n c l u d e  s t r a i n s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  
c o f a c t o r s  p o s s i b l y  i n v o l v e d  a t  v a r i o u s  s t e p s  o f  t h e  
p a th w a y .  S t u d i e s  w i t h  g .  s o h a e r o i d e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  
c o f a c t o r s  s - a d e n o s y l m e t h i o n i n e , b i o t i n ,  a n d  n i c o t i n i c  a c i d  
( 6 7 ,1 2 1 )  a r e  i n v o l v e d  i n  hem e b i o s y n t h e s i s .  Any m u t a t i o n s  
i n v o l v i n g  c o f a c t o r s ,  h o w e v e r ,  w o u ld  r e q u i r e  t h a t  t h e  
m u t a t i o n  b e  l e a k y  o r  t h a t  t h e  m edium  c o n t a i n  t r a c e  a m o u n ts  
o f  t h e  c o f a c t o r  t o  a l l o w  e n o u g h  g ro w th  f o r  c o l o n i e s  t o  b e  
i s o l a t e d .  T h u s ,  c o l o n i e s  e x h i b i t i n g  a  c h a n g e  i n  
f l u o r e s c e n c e  w e re  s c o r e d  n o t  o n l y  f o r  h e m in - d e p e n d e n c e  b u t  
a b i l i t y  t o  g ro w  on  r i c h  m edium  o r  m in im a l  m edium  
s u p p le m e n te d  w i t h  hem e p r e c u r s o r s  o r  v a r i o u s  f a c t o r s  t h a t  
h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t e t r a p y r r o l e  
b i o s y n t h e s i s .
U s in g  t h i s  m e th o d , a p p r o x i m a t e l y  5 7 0 0  c o l o n i e s  w e re  
s c r e e n e d ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  i s o l a t i o n  o f  t w e l v e  n o n -  
f l u o r e s c e n t  a n d  tw o  h i g h l y  f l u o r e s c e n t  c o l o n i e s .  B o th  o f  
t h e  f l u o r e s c e n t  c o l o n i e s  a n d  e l e v e n  o f  t h e  n o n - f l u o r e s c e n t  
c o l o n i e s  w e re  h e m in - in d e p e n d e n t  a n d  p r o b a b l y  c o n t a i n  
l e s i o n s  l o c a t e d  i n  t h e  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  b r a n c h .  One 
n o n - f l u o r e s c e n t  c o lo n y  w as i s o l a t e d  t h a t  r e q u i r e d  h e m in  f o r  
g r o w th ,  a n d  w as d e s i g n a t e d  A JB 544 . F u r t h e r  a n a l y s i s
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d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h i s  s t r a i n  i s  a  b i o t i n - r e q u i r i n g  s t r a i n  
s i n c e  t h e  g r o w th  r a t e  o f  A JB544 i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  
a m o u n ts  o f  b i o t i n .
T he i s o l a t i o n  o f  t h i s  m u ta n t  s u g g e s t e d  t h a t ,  l i k e  f i .  
s p h a e r o i d e s  ( 3 9 ) ,  B . c a p s u l a t u s .  r e q u i r e s  b i o t i n  f o r  
t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s .  I t  w a s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  t h a t  
t h e  h e m in  w as c o n ta m in a t e d  w i t h  b i o t i n ,  a n d  t h a t  t h e  
i n c r e a s e d  g ro w th  o b s e r v e d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  
h e m in  w a s  a c t u a l l y  d u e  t o  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  b i o t i n .  A 
c o n v e n i e n t  w ay t o  t e s t  f o r  b i o t i n - c o n t a m i n a t e d  h e m in  w as t o  
u s e  £ .  c o l i  b i o  m u t a n t s .  S in c e  £ .  c o l i  i s  h e m in -  
im p e r r a e a b le ,  g ro w th  o f  t h e  b i o  m u ta n t s  o n  m in im a l  m edium  
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  h e m in  w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  t h e  h e m in  
w as c o n t a m i n a t e d  w i t h  b i o t i n .  T he  h e m in  d i d  n o t  c o n t a i n  a  
s u f f i c i e n t  l e v e l  o f  b i o t i n  t o  p e r m i t  g ro w th  o f  t h e  b i o  
m u t a n t s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  g r o w th  o f  A JB 544 o n  R C V -hem in 
a g a r  p l a t e s  w as n o t  d u e  t o  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  h e m in  w i t h  
b i o t i n .
T h e s e  r e s u l t s  c o n f i r m e d  t h a t  b i o t i n  i s  r e q u i r e d  f o r  
hem e s y n t h e s i s  i n  B* c a p s u l a t u s . s i n c e  b i o t i n  i s  a  
c o f a c t o r  r e q u i r e d  f o r  a  n u m b er o f  m e t a b o l i c  r e a c t i o n s ,  t h e  
s lo w  g r o w th  o f  A JB544 o n  R C V -hem in a g a r  s u g g e s t s  t h a t  t h e  
RCV m edium  m u s t c o n t a i n  t r a c e  a m o u n ts  o f  b i o t i n .  When 
a v i d i n ,  a  p r o t e i n  t h a t  s p e c i f i c a l l y  b i n d s  t o  b i o t i n ,  w as 
a d d e d  t o  RCV a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  h e m in  A JB 544 w as n o  
l o n g e r  a b l e  t o  g ro w . S i n c e  A JB 544 d o e s  n o t  g ro w  o n
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u n s u p p le m e n te d  RCV a g a r  p l a t e s ,  t h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  
h e m in  c a n  p a r t i a l l y  r e l i e v e  t h e  r e q u i r e m e n t  o f  b i o t i n  f o r  
g ro w th  o f  A JB544 b u t  d o e s  n o t  c o m p l e t e l y  r e p l a c e  t h e  b i o t i n  
r e q u i r e m e n t .  I t  w as  a l s o  show n t h a t  p r o t o p o r p h y r i n  c o u l d  
s u p p o r t  t h e  g r o w th  o f  A JB544 w h e r e a s  t h e  e a r l y  t e t r a p y r r o l e  
p r e c u r s o r s ,  a m i n o l e v u l i n a t e  a n d  p o r p h o b i l i n o g e n ,  d i d  n o t  
a l l o w  g r o w th  o f  A JB 5 4 4 . T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  b i o t i n  w as 
i n v o l v e d  i n  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  a f t e r  t h e  s t e p  o f  
p o r p h o b i l i n o g e n  s y n t h e s i s  b u t  b e f o r e  t h e  f o r m a t i o n  o f  
p r o t o p o r p h y r i n .
C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  p o r p h y r i n  a c c u m u l a t i o n  b y  t h i n -  
l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  a n d  f l u o r i m e t r i c  a n a l y s i s  r e v e a l e d  
t h a t  w hen A JB 544 w as g ro w n  i n  RCV m e d ia  c o n t a i n i n g  h e m in  o r  
lo w  l e v e l s  o f  b i o t i n ,  i t  w as n o t  a b l e  t o  s y n t h e s i z e  M g -2 ,4 -  
d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5  m o n o m e th y l e s t e r .  I n s t e a d ,  
c o p r o p o r p h y r i n  a n d  p r o t o p o r p h y r i n  w e re  a c c u m u la t e d .  When 
s t r a i n  A JB 478 w as g ro w n  i n  RCV m edium  c o n t a i n i n g  h e m in , 
o n l y  M g -2 , 4 - d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 m o n o m e th y l e s t e r  
a c c u m u la t e d .  When A JB544 a n d  A JB478 w e re  g ro w n  i n  PYE 
m e d ia ,  b o t h  s t r a i n s  fo rm e d  M g -2 , 4 - d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 
m o n o m e th y l e s t e r .  I t  w as  show n  t h a t  A JB544 c o u l d  r e g a i n  
t h e  a b i l i t y  t o  s y n t h e s i z e  M g -2 , 4 - d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 
m o n o m e th y l e s t e r  u p o n  a d d i t i o n  o f  20 nM b i o t i n  t o  t h e  RCV 
m ed ium . F l u o r i m e t r i c  a n a l y s i s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  w hen 
AJB544 w as g ro w n  i n  RCV m edium  c o n t a i n i n g  h e m in , 
c o p r o p o r p h y r i n  w as t h e  m a jo r  p o r p h y r i n  w h ic h  a c c u m u la t e d ,
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r e a c h i n g  a  l e v e l  o f  4 nm w h i l e  p r o t o p o r p h y r i n  r e a c h e d  a  
l e v e l  o f  1 nM. T a k e n  t o g e t h e r ,  t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  
b i o t i n  may b e  p l a y i n g  a  r o l e  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n  s i n c e  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  i s  t h e  m a jo r  p o r p h y r i n  w h ic h  i s  
a c c u m u l a t i n g  a t  lo w  l e v e l s  o f  b i o t i n .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  
h i g h e r  l e v e l s  o f  b i o t i n ,  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  c a n  b e  
c o n v e r t e d  t o  p r o t o p o r p h y r i n  w h ic h  i s  t h e n  c o n v e r t e d  t o  hem e 
a n d  M g -2 , 4 - d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  m o n o e s t e r  e s t e r .
S in c e  G ib s o n  a l .  ( 3 9 )  h a d  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b i o t i n  
w as r e q u i r e d  f o r  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  i n  E* 
s p h a e r o i d e s , t h e  a b i l i t y  o f  a  b chB + d e r i v a t i v e  o f  t h e  
b i o t i n - r e q u i r i n g  f i .  c a p s u l a t u s  s t r a i n  A JB 544 t o  fo rm  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  w as i n v e s t i g a t e d .  T h i s  s t r a i n ,  
d e s i g n a t e d  A JB 5 4 5 , w as g ro w n  e i t h e r  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  o r  
a e r o b i c a l l y  i n  RCV m e d ia  c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  b i o t i n .  I t  w as  show n t h a t  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  f o r m a t i o n  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  
b i o t i n  c o n c e n t r a t i o n  w hen g ro w n  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  o r  
a e r o b i c a l l y  i n  t h e  d a r k ,  i n d i c a t i n g  t h a t  B* c a p s u l a t u s  a l s o  
r e q u i r e s  b i o t i n  f o r  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s .  T he 
s im p le  m e th o d  u s e d  t o  i s o l a t e  t h e  b chB  d e r i v a t i v e  o f  
AJB544 a n d  t h u s  a n y  h e m e - d e f i c i e n t  s t r a i n  o f  A JB 478 m ak es 
t h e  s c r e e n i n g  m e th o d  d e v e lo p e d  i n  t h i s  s t u d y  a  m o re  u s e f u l  
t e c h n i q u e  s i n c e  m u ta n t s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  hem e c a n  b e
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s t u d i e d  u n d e r  b o t h  p h o t o s y n t h e t i c  a n d  a e r o b i c  g ro w th  
c o n d i t i o n s .
I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  in v i t r o  f o r m a t i o n  o f  p o r p h y r i n s  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  A JB 544 w as u n a b l e  t o  fo rm  n o rm a l l e v e l s  
o f  p r o t o p o r p h y r i n  f ro m  a m i n o l e v u l i n a t e  o r  p o r p h o b i l i n o g e n .  
H o w e v e r , A JB 544 c o u l d  fo rm  n o rm a l  l e v e l s  o f  p r o t o p o r p h y r i n  
f ro m  p r o t o p o r p h y r i n o g e n .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d e c r e a s e d  
a b i l i t y  o f  AJB544 t o  fo rm  p r o t o p o r p h y r i n  f ro m  
a m i n o l e v u l i n a t e  o r  p o r p h o b i l i n o g e n  i s  l o c a l i z e d  t o  a  s t e p  
i n v o l v e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  p o r p h o b i l i n o g e n  t o  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n .  A d d i t i o n  o f  b i o t i n  t o  t h e  c e l l - f r e e  
e x t r a c t  o f  A JB544 g ro w n  i n  RCV c o n t a i n i n g  h e m in  r e s u l t e d  i n  
a  2 - f o l d  t o  3 . 8 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n ts  o f  
p r o t o p o r p h y r i n  fo rm e d  f ro m  a m i n o l e v u l i n a t e  o r  
p o r p h o b i l i n o g e n .  When A JB 544 w as g ro w n  i n  RCV c o n t a i n i n g  
b i o t i n ,  t h e  enzym e a c t i v i t y  w as a l s o  i n c r e a s e d  
s e v e r a l - f o l d .  S in c e  t h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y  a n d  
f l u o r i m e t r i c  a n a l y s i s  r e v e a l e d  t h a t  u r o p o r p h y r i n  w as n o t  
a c c u m u la te d  b y  A JB 544 w hen g ro w n  i n  RCV c o n t a i n i n g  h e m in  o r  
lo w  l e v e l s  o f  b i o t i n ,  t h e  c o n v e r s i o n  o f  u r o p o r p h y r in o g e n  t o  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  i s  p r o b a b l y  n o t  a f f e c t e d .  H o w ev e r, 
s i n c e  c o p r o p o r p h y r i n  w as t h e  m a jo r  p o r p h y r i n  t h a t  
a c c u m u la te d  w hen A JB 544 w as g ro w n  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  
t h e  a b i l i t y  o f  A JB544 t o  c o n v e r t  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  i s  p r o b a b l y  i m p a i r e d .
C o p r o p o r p h y r in o g e n  a n d  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  d o  n o t  a c c u m u la te
w hen A JB544 i s  g ro w n  i n  RCV c o n t a i n i n g  20 nH b i o t i n  o r  i n  
PYE, f u r t h e r  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  b i o t i n  i s  a c t i n g  i n  t h e  
c o n v e r s i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  t h e  u l t i m a t e  
e n d p r o d u c t ,  M g-2 , 4 - d i v i n y l  p h e o p o r p h y r in  a 5 m o n o m e th y l 
e s t e r .  E l u c i d a t i o n  o f  a  r o l e  f o r  b i o t i n  i n  t h e  c o n v e r s i o n  
o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  w i l l  h a v e  t o  
a w a i t  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  
a s s a y  c o n d i t i o n s  f o r  R . c a p s u l a t u s . T h e  m e a s u re m e n t o f  
t h i s  enzym e a c t i v i t y  i n  e x t r a c t s  o f  R . c a p s u l a t u s  h a s  n o t  
b e e n  r e l i a b l y  a c h i e v e d  a n d  i s  h i g h l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  
a b i l i t y  t o  p r e p a r e  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  f ro m  c o p r o p o r p h y r i n  
(R .D . C a r d in  a n d  A . J .  B i e l ,  u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  
U l t i m a t e l y ,  s t u d i e s  u s i n g  p u r i f i e d  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  
o x i d a s e  f ro m  R . c a p s u l a t u s  s h o u l d  a l l o w  t h e  m e ch a n ism  o f  
t h i s  e n z y m a t ic  s t e p  t o  b e  e l u c i d a t e d .  S in c e  t h e  e v i d e n c e  
p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y  s u p p o r t s  a  r o l e  f o r  b i o t i n  i n  t h e  
c o n v e r s i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n o g e n ,  i t  
i s  v e r y  t e m p t i n g  t o  s p e c u l a t e  t h a t  b i o t i n  m ay b e  i n v o l v e d  
i n  t h e  tw o  d e c a r b o x y l a t i o n s  t h a t  o c c u r  a t  t h i s  s t e p .  I n  
a d d i t i o n  t o  c a r b o x y l a t i o n s  a n d  t r a n s c a r b o x y l a t i o n s , som e 
d e c a r b o x y l a t i o n s  h a v e  b e e n  show n t o  i n v o l v e  t h e  t r a n s f e r  o f  
c a r b o x y l  g r o u p s  t o  a  b i o t i n - d e p e n d e n t  a c c e p t o r  p r o t e i n  
( 2 8 ) .  T h i s  c l a s s  o f  b i o t i n  enzym e h a s  b e e n  show n t o  e x i s t  
i n  s e v e r a l  p r o k a r y o t i c  f a c u l t a t i v e  a n a e r o b e s  ( 1 0 5 ) .  T h r e e  
e n zy m e s  a r e  know n t o  c a t a l y z e  b i o t i n - r e q u i r i n g  
d e c a r b o x y l a t i v e  r e a c t i o n s :  o x a l o a c e t a t e  d e c a r b o x y l a s e ,
m e th y lm a lo n y l-C o A  d e c a r b o x y l a s e ,  a n d  g lu ta c o n y l - C o A  
d e c a r b o x y l a s e  ( 2 8 ,1 0 5 ) .  W h e th e r  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  
o x i d a s e  i s  a  m em ber o f  t h i s  b i o t i n  en zy m e c l a s s  r e m a in s  t o  
b e  d e t e r m i n e d .  T h e  m e c h a n ism  o f  t h i s  e n z y m a t i c  s t e p  h a s  
b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  b u t  p r i m a r i l y  l i m i t e d  t o  t h e  
i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r e m o v a l  a n d  s t e r e o c h e m i s t r y  o f  t h e  
h y d r o g e n  m o l e c u l e s .  T h r e e  m e c h a n i s t i c  m o d e ls  h a v e  b e e n  
p r o p o s e d  b u t  a l l  t h r e e  m o d e ls  e x p l a i n  t h e  l o s s  o f  t h e  
c a r b o x y l  g r o u p s  a s  a  r e s u l t  t h a t  o c c u r s  s p o n t a n e o u s l y  o r  
s u b s e q u e n t  t o  t h e  l o s s  o f  t h e  h y d r o g e n  m o le c u le s  ( 1 1 3 ) .  
S in c e  t h e  m o d e l p r o p o s e d  b y  S a n o  i n v o l v e s  a  h y d r o x y l a t i o n  
r e a c t i o n  m e d ia te d  b y  o x y g e n ,  t h e  tw o  o t h e r  m o d e ls  a t t e m p t  
t o  a d d r e s s  t h e  a n a e r o b i c  o x i d a t i v e  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  p r o t o p o r p h y r i n o g e n .  T he  f i r s t  
m e c h a n is m , o r i g i n a l l y  p r o p o s e d  b y  G r a n ic k  a n d  S an o  ( 4 4 ) ,  
i n v o l v e s  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  h y d r i d e  i o n  b y  a n  a c c e p t o r  
m o le c u le  f o l l o w e d  b y  a  s i m u l t a n e o u s  d e c a r b o x y l a t i o n .  T he 
s e c o n d  m e c h a n ism  a l s o  p r o p o s e s  t h e  l o s s  o f  t h e  h y d r i d e  i o n  
t o  a n  a c c e p t o r  m o le c u le  a n d  s u b s e q u e n t  d e c a r b o x y l a t i o n ,  b u t  
p r o p o s e s ,  i n  a d d i t i o n ,  t h a t  t h e  d r i v i n g  f o r c e  f o r  t h e  
r e a c t i o n  i s  p r o v i d e d  b y  t h e  e l e c t r o n s  o f  t h e  p y r o l l i c  
n i t r o g e n  a to m  ( 1 1 3 ) .  T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y  
p r o v i d e  t h e  f i r s t  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  b i o t i n  may b e  
i n v o l v e d  a t  t h i s  s t e p .
I n  a d d i t i o n ,  i t  w as d e t e r m i n e d  t h a t  t h e  b i o t i n  
r e q u i r e m e n t  o f  A JB544 w as d u e  t o  a  s i n g l e  T n £  i n s e r t i o n ,
a n d  b a s e d  o n  t h e  s i z e  o f  t h e  t r a n s p o s o n ,  t h a t  t h e  Tnj* h a d  
i n s e r t e d  i n t o  a n  EcoR I  f r a g m e n t  o f  4 .7  k b .  T he b i o t i n  
r e q u i r e m e n t  o f  AJB544 w as f u r t h e r  c h a r a c t e r i z e d  b y  
c r o s s f e e d i n g  s t u d i e s  w i t h  know n £ .  c o l i  b i o  m u ta n t s  a n d  b y  
t h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y .  T he c r o s s f e e d i n g  s t u d i e s  
i n d i c a t e d  t h a t  t h e  Tnj* h a d  i n s e r t e d  i n t o  t h e  R . c a p s u l a t u s  
b io B  g e n e  s i n c e  A JB 544 c o u l d  o n l y  b e  c r o s s f e d  b y  t h e  £ .  
c o l i  a n d  R . c a p s u l a t u s  b i o +  s t r a i n s ,  a n d  n o t  by  a n y  o f  t h e  
f i . c o l i  b i o  m u t a n t s .  A d d i t i o n a l l y ,  w h i l e  A JB544 c o u l d  
c r o s s f e e d  b io A . b io D . a n d  b io F  m u t a n t s ,  i t  c o u l d  n o t  
c r o s s f e e d  a  b io B  m u t a n t .  T h e  b io B  g e n e  e n c o d e s  b i o t i n  
s y n t h a s e ,  w h ic h  c a t a l y z e s  t h e  l a s t  s t e p  i n  t h e  b i o t i n  
b i o s y n t h e t i c  p a th w a y ,  t h e  c o n v e r s i o n  o f  d e t h i o b i o t i n  t o  
b i o t i n  ( 9 3 ) .  B i o t i n  s y n t h a s e  a c t i v i t y  w as n o t  m e a s u re d  i n  
t h e  R . c a p s u l a t u s  m u ta n t  s i n c e  i n  v i t r o  b i o t i n  s y n t h a s e  
a c t i v i t y  i n  £ .  c o l i  h a s  n o t  b e e n  d e t e c t e d  ( 9 3 ) .  A s 
e x p e c t e d ,  A JB544 w o u ld  n o t  g ro w  o n  RCV a g a r  p l a t e s  
s u p p le m e n te d  w i t h  10 (iM d e t h i o b i o t i n .  A s i m i l a r  r e s u l t  i s  
o b s e r v e d  w i t h  o t h e r  b io B  m u ta n t s  ( 2 3 , 9 5 ) .  T h e s e  r e s u l t s  
a l s o  i n d i c a t e  t h a t  AJB544 c a n  s y n t h e s i z e  t h e  p r e c u r s o r s  t o  
b i o t i n  s i n c e  A JB544 c o u l d  c r o s s f e e d  t h e  o t h e r  b i o  m u t a n t s .  
T he c h r o m a to g r a p h y  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  A JB544 i s  a  bioJB 
m u ta n t  s i n c e  d e t h i o b i o t i n ,  t h e  p r e c u r s o r  t o  b i o t i n ,  
a c c u m u la te d  w h e r e a s  b i o t i n  d i d  n o t  a c c u m u l a t e ,  i n d i c a t i n g  
t h a t  AJB544 i s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  b i o t i n .
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T h e  b io B  g e n e  w as c l o n e d  f ro m  f i .  c a p s u l a t u s  b y  
s c r e e n i n g  a  pLAFRI l i b r a r y  o f  f i .  c a p s u l a t u s  DNA a n d  
l o c a l i z e d  t o  a  4 .7  k b  EcoRI  f r a g m e n t  b y  S o u th e r n  b l o t  
a n a l y s i s .  S i g n i f i c a n t l y ,  r e s t o r a t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  t o  
s t r a i n  A JB544 w as a c h i e v e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p l a s m id  
PCAP53, w h ic h  c a r r i e d  a  4 .7  k b  i n s e r t  f r a g m e n t ,  a n d  f u r t h e r  
c o n f i r m s  a  r o l e  f o r  b i o t i n  i n  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s .
T he b io B  g e n e  w as f u r t h e r  l o c a l i z e d  t o  a  2 .8 5  k b  F s t l - E coR l 
f r a g m e n t .  T he  i n a b i l i t y  t o  d e m o n s t r a t e  c o m p le m e n ta t io n  o f  
t h e  f i .  c o l i  b i o  m u ta n t s  b y  p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  e i t h e r  t h e
4 .7  k b  EcoR I  o r  2 .8 5  k b  P s t l - EcoR I  f r a g m e n t s  f u r t h e r  
d e m o n s t r a t e s  t h a t  E» c a p s u l a t u s  g e n e s  a r e  n o t  e x p r e s s e d  i n  
f i .  c o l i  ( 8 2 ) .  U t i l i z a t i o n  o f  a n  £ .  c o l i  e x p r e s s i o n  v e c t o r  
c o n t a i n i n g  t h e s e  DNA f r a g m e n t s  s h o u ld  a l l o w  c o m p le m e n ta t io n  
o f  t h e  b i o  m u ta n t s  s i n c e  g e n e s  f ro m  r e l a t e d  p h o t o s y n t h e t i c  
b a c t e r i a  h a v e  b e e n  c l o n e d  a n d  e x p r e s s e d  i n  £ .  s o l i  ( 6 6 ) .
I n  su m m ary , t h i s  s t u d y  d e t a i l s  t h e  i s o l a t i o n  a n d  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  b i o t i n - r e q u i r i n g  m u ta n t  o f  E- 
c a p s u l a t u s  t h a t  i s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  h em e. G ro w th  
c o n d i t i o n s  w e re  e s t a b l i s h e d  t h a t  c a n  b e  u t i l i z e d  t o  s e l e c t  
a n d  c h a r a c t e r i z e  h e m e - d e f i c i e n t  s t r a i n s  o f  f i. c a p s u l a t u s .
A m e th o d  w as d e v e lo p e d  t h a t  a l l o w s  h e m e - r e q u i r i n g  m u ta n t s  
t o  b e  f o u n d  s im p ly  b y  s c r e e n i n g  Tnj* d e r i v a t i v e s  o f  a  fachB 
s t r a i n  f o r  a n y  o b s e r v e d  d e v i a t i o n s  i n  t h e  a b i l i t y  t o  
s y n t h e s i z e  t h e  f l u o r e s c e n t  p o r p h y r i n  M g -2 , 4 - d i v i n y l  
p h e o p o r p h y r in  a 5 m o n o m e th y l e s t e r .  T h e  u s e f u l n e s s  o f  t h i s
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m e th o d  i s  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  i s o l a t i o n  o f  a  b io B  m u ta n t  
t h a t  r e q u i r e s  b i o t i n  f o r  hem e s y n t h e s i s .  T he r e s u l t s  
p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y  s u g g e s t  t h a t  b i o t i n  may p l a y  a  r o l e  
i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n ,  p e r h a p s  b y  p a r t i c i p a t i n g  d i r e c t l y  i n  
t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  t o  
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o r  i n d i r e c t l y  v i a  som e unknow n 
m e c h a n is m . F u r t h e r  c l a r i f i c a t i o n  o f  a  r o l e  f o r  b i o t i n  w i l l  
h a v e  t o  a w a i t  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  
o x i d a s e  f ro m  B« c a p s u l a t u s . T h e  e x i s t e n c e  o f  a n  B* 
c a p s u l a t u s  b io B  m u ta n t  m ay p r o v e  h e l p f u l  i n  e l u c i d a t i n g  t h e  
m e c h a n ism  o f  t h i s  l a t e  s t e p  i n  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s .
T h e  i n a b i l i t y  t o  i s o l a t e  a  T n £  m u ta n t  w i t h  a  c o m p le te  
b l o c k  i n  a n y  o f  t h e  hem g e n e s  i n  t h i s  s t u d y  i s  i n  a g r e e m e n t  
w i t h  t h e  o b s e r v e d  l a c k  o f  m u ta n t s  a v a i l a b l e  f o r  s t u d y  i n  
t h e  p u r p l e  n o n s u l f u r  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a .  S t r a i n  
A JB 5 2 9 , a  TnS m u ta n t  b l o c k e d  i n  t h e  f i r s t  s t e p  o f  t h e  
t e t r a p y r r o l e  p a th w a y ,  w as i s o l a t e d  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  f a c t  
t h a t  i t  s t i l l  r e t a i n s  a p p r o x i m a t e l y  10% o f  t h e  p a r e n t a l  
a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y  ( 1 3 2 ) .  I t  m ay n o t  b e  
p o s s i b l e  t o  i s o l a t e  m u t a n t s  o f  B* c a p s u l a t u s .  w i t h  c o m p le te  
b l o c k s  i n  t e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  s i n c e  t h i s  o r g a n is m  
r e q u i r e s  c y to c h r o m e s  f o r  a l l  m o d es  o f  g ro w th  a n d  s i n c e  
e l e c t r o n  t r a n s p o r t  a p p e a r s  t o  b e  i n v o l v e d  a t  s e v e r a l  o f  t h e  
e n z y m a t i c  s t e p s .  S t r a i n s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  
u r o p o r p h y r in o g e n  I I I ,  a  p r e c u r s o r  t o  v i t a m i n  B -1 2 ,
s i r o h e m e ,  h em e , a n d  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l ,  m ay a l s o  r e q u i r e  
a d d i t i o n a l  s u p p l e m e n t a t i o n  i n  o r d e r  f o r  t h e s e  m u ta n t s  t o  b e  
i s o l a t e d  s i n c e  t h e y  w o u ld  n o t  b e  a b l e  t o  s y n t h e s i z e  v i t a m i n  
B -12  a n d  s i r o h e m e .  S t r a i n  A JB529 c a n  fo rm  lo w  l e v e l s  o f  
a m i n o l e v u l i n a t e ,  a n d  t h u s  i s  a l s o  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i z i n g  
lo w  l e v e l s  o f  v i t a m i n  B -1 2  a n d  s i r o h e m e  ( 1 3 2 ) .  I t  w as 
show n t h a t  v i t a m i n  B -12  i s  n e c e s s a r y  f o r  m e th io n in e  
s y n t h e s i s  i n  £ •  s p h a e r o i d e s  (1 8 )  a n d  s i r o h e m e  i s  r e q u i r e d  
f o r  s u l f a t e  a s s i m i l a t i o n  ( 3 0 ) .  A s a  r e s u l t ,  a d d i t i o n  o f  
v i t a m i n  B -1 2  a n d  c y s t e i n e  t o  R C V -hem in p l a t e s  may m ake i t  
p o s s i b l e  t o  i s o l a t e  s t r a i n s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  
u r o p o r p h y r in o g e n  I I I .  I t  m ay a l s o  b e  p o s s i b l e  t h a t  
m u l t i p l e  g e n e s  e x i s t  f o r  e a c h  s t e p  o f  t h e  common p a th w a y , 
m a k in g  i t  d i f f i c u l t  t o  i s o l a t e  h e m e - r e q u i r i n g  s t r a i n s  u s i n g  
t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s .  T h e  u s e  o f  c h e m i c a l  m u ta g e n s  
i n s t e a d  o f  t r a n s p o s o n s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h i s  s c r e e n i n g  
p r o c e d u r e  may b e  m o re  e f f e c t i v e  i n  i s o l a t i n g  hem m u t a n t s ,  
a l t h o u g h  c h e m ic a l  m u t a g e n e s i s  o f  B* s p h a e r o i d e s  d i d  n o t  
y i e l d  m u ta n t s  t h a t  w e re  e a s i l y  c h a r a c t e r i z e d .  T he r e c e n t  
d e v e lo p m e n t  o f  a  d e r i v a t i v e  o f  Tnjj. t h a t  g e n e r a t e s  
c o n d i t i o n a l  m u t a t i o n s  t o  a n a l y z e  e s s e n t i a l  g e n e s  (2 0 )  may 
p r o v e  t o  b e  a n  i n v a l u a b l e  t o o l  i n  i s o l a t i n g  m u ta n t s  o f  t h e  
p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  t e t r a p y r r o l e s .
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e n z y m e s  o f  t h e  hem e b i o s y n t h e t i c  p a th w a y .  J .  B i o l .  
Chem . 2 6 3 :3 8 3 5 .
2 7 . D e l C a m p i l lo - C a m p e l l ,  A . ,  G . K a y a j a n i a n ,  A . C a m p b e ll ,  
a n d  s. A d h y a . 1 9 6 7 . B i o t i n - r e q u i r i n g  m u t a n t s  o f  
E s c h e r i c h i a  c o l i  K -1 2 . J .  B a c t e r i o l .  9 4 :2 0 6 5 .
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2 8 . D im r o th ,  P .  1 9 8 5 . B i o t i n - d e p e n d e n t  d e c a r b o x y l a s e s  
a s  e n e r g y  t r a n s d u c i n g  s y s t e m s .  A nn . N. Y. A c a d . S c i .  
4 4 7 :7 2 .
2 9 . D re w s , G. 1 9 8 5 . s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n a l  
o r g a n i z a t i o n  o f  l i g h t - h a r v e s t i n g  c o m p le x e s  a n d  
p h o to c h e m ic a l  r e a c t i o n  c e n t e r s  i n  m em b ran es  o f  
p h o t o t r o p h i c  b a c t e r i a .  M i c r o b i o l .  R e v . 4 9 :5 9 .
3 0 . D r e y f u s s ,  J . , a n d  K . J .  M o n ty . 1 9 6 3 . T h e  b io c h e m ic a l  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o o f  c y s t e i n e - r e q u i r i n g  m u ta n t s  o f  
S a lm o n e l l a  t y p h im u r iu m . J .  B i o l .  Chem . 2 M : 1 0 1 9 .
3 1 .  E h te s h a m u d d in , A .F .M . 1 9 6 8 . A n a e r o b ic  f o r m a t i o n  o f  
p r o t o p o r p h y r i n  IX  f ro m  c o p r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  b y  
b a c t e r i a l  p r e p a r a t i o n s .  B io c h e m . J .  1 0 7 :4 4 6 .
3 2 . F a n i c a - G a i g n i e r ,  M ., a n d  J . D .  C l e m e n t - M e t r a l . 1 9 7 3 .
5 - a m i n o l e v u l i n i c  a c i d  s y n t h e t a s e  o f  R h o d o p se u d o m o n a s  
s p h e r o i d e s . E u r .  J .  B io c h e m . 4 £ : 1 3 .
3 3 . F i g u r s k i ,  D .H . ,  a n d  D .R . H e l i n s k i .  1 9 7 9 .
R e p l i c a t i o n  o f  a n  o r i g i n - c o n t a i n i n g  d e r i v a t i v e  o f  
p l a s m id  RK2 d e p e n d e n t  o n  a  p l a s m i d  f u n c t i o n  p r o v i d e d  
i n  t r a n s . P r o c .  N a t l .  S c i .  U .S .A . 2 £ :1 6 4 8 .
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3 4 . F r ie d m a n ,  A .M ., S .R .  L o n g , S .E .  B ro w n , W .J .  B u ik e m a , 
a n d  F .M . A u s u b e l . '  1 9 8 2 . C o n s t r u c t i o n  o f  a  b r o a d  
h o s t  r a n g e  c o s m id  c l o n i n g  v e c t o r  a n d  i t s  u s e  i n  t h e  
g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  R h iz o b iu m  m u t a n t s .  G ene i f i : 2 8 9 .
3 5 . F ry d m a n , R .B . ,  a n d  G. F e i n s t e i n .  1 9 7 4 . S t u d i e s  o n  
p o r p h o b i l i n o g e n  d e a m in a s e  a n d  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  
c o s y n t h a s e  f ro m  hum an e r y t h r o c y t e s .  B io c h e m .
B io p h y s .  A c ta  3 5 0 :3 5 8 .
3 6 . F ry d m a n , R . B . , A . V a l a s i n a s ,  H. R a p o p o r t ,  a n d  B .
F ry d m a n . 1 9 7 2 . T he e n z y m a t i c  i n c o r p e r a t i o n  o f  a  
d i p y r r l m e t h a n e  i n t o  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I .  FEBS L e t t .  
2 5 :3 0 9 .
3 7 . G a r c i a ,  R .C . ,  L .C .  S an  M a r t in  De V i a l e ,  J .M . T o m io , 
a n d  M. G r i n s t e i n .  1 9 7 3 . P o r p h y r i n  b i o s y n t h e s i s :  X- 
p o r p h y r in o g e n  c a r b o x y - l y a s e  f ro m  a v i a n  
e r y t h r o c y t e s - F u r t h e r  p r o p e r t i e s .  B io c h e m . B io p h y s .
A c t a .  3 0 9 :2 0 3 .
3 8 . G ib s o n ,  K .D . 1 9 5 8 . B i o s y n t h e s i s  o f  5 - a m i n o l e v u l i n a t e  
a c i d  b y  e x t r a c t s  o f  R h o d o p se u d o m o n a s  s p h a e r o i d e s . 
B io c h im . B io p h y s .  A c ta  2 5 : 4 5 1 .
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3 9 .  G ib s o n ,  K .D . ,  A . N e u b e r g e r ,  a n d  G .H . T a i t .  1 9 6 2 a -  
S t u d i e s  on  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  p o r p h y r i n  a n d  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  b y  R h o d o sp e u d o m o n a s  s p h e r o i d s..
1 .  T he e f f e c t  o f  g r o w th  c o n d i t i o n s .  B io c h e m . J .
£ 2 :5 3 9 .
4 0 . G ib s o n ,  K .D . ,  A . N e u b e r g e r ,  a n d  G .H . T a i t .  1962& . 
S t u d i e s  o n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  p o r p h y r i n  a n d  
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  b y  R h o d o p se u d o m o n a s  S D h S T fiid eS .
2 .  T h e  e f f e c t s  o f  e t h i o n i n e  a n d  t h r e o n i n e .  B io c h e m .
J. £ 2 : 5 5 0 .
4 1 . G i l l e s ,  H . , R . J a e n c h e n ,  a n d  R .K . T h a u r e .  1 9 8 3 . 
B i o s y n t h e s i s  o f  5 - a m i n o l e v u l i n i c  a c i d  i n  
M e th a n o b a c te r iu m  thermQiUAtQJfcJQBhiGMl. A rc h .
M i c r o b i o l .  1 3 5 :2 3 7 .
4 2 . G o r c h e i n ,  A . 1 9 7 2 . M ag n esiu m  p r o t o p o r p h y r i n  
c h e l a t a s e  a c t i v i t y  i n  R h o d o p se u d o m o n a s  s p h e r o i d e s . 
S t u d i e s  w i t h  w h o le  c e l l s .  B io c h e m . J .  1 2 7 : 9 7 .
4 3 .  G r a n i c k ,  S .  1 9 6 1 . M ag n esiu m  p r o t o p o r p h y r i n  
m o n o e s te r  a n d  p r o t o p o r p h y r i n  m o n o m e th y l e s t e r  i n  
c h l o r o p h y l l  b i o s y n t h e s i s .  J .  B i o l .  Chem . 2 3 6 :1 1 6 8 .
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4 4 .  G r a n ic k ,  S . , a n d  S .  S a n o . 1 9 6 1 . M i t o c h o n d r i a l  
c o p r o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  
p r o t o p o r p h y r i n .  F e d . P r o c .  F e d . Am. S o c .  E x p . B i o l .  
2 f i :3 7 6 .
4 5 .  H a tc h ,  T . ,  a n d  J .  L a s c e l l e s .  1 9 7 2 . A c c u m u la t io n  o f  
p o r p h o b i l i n o g e n  a n d  o t h e r  p y r r o l e s  b y  m u ta n t  a n d  w i l d  
t y p e  R h o d o p se u d o m o n a s  s p h e r o i d e s ; R e g u l a t i o n  b y  
h e m e . A rc h .  B io c h e m . B io p h y s .  1 5 0 ;1 4 7 .
4 6 .  H a r t ,  G . J . ,  a n d  A .R . B a t t e r s b y .  1 9 8 5 . P u r i f i c a t i o n  
a n d  p r o p e r t i e s  o f  u r o p o r p h y r in o g e n  I I I  s y n t h a s e  ( c o ­
s y n t h a s e )  f ro m  E u a le n a  g r a c i l i s . B io c h e m . J .  2 2 2 '1 5 1 .
4 7 .  H e a th ,  H . ,  a n d  D .S . H o a r e .  1 9 5 9 . T he b i o s y n t h e s i s  
o f  p o r p h y r i n s  f ro m  p o r p h o b i l i n o g e n  b y  
R h o d o p se u d o m o n a s  s p h a e r o i d e s . B io c h e m . J .  2 2 ' 1 4 .
4 8 .  H ig u c h i ,  M ., a n d  L . B o g o ra d .  1 9 7 5 . T h e  p u r i f i c a t i o n  
a n d  p r o p e r t i e s  o f  u r o p o r p h y r i n o g e n  I  s y n t h a s e s  a n d  
u r o p o r p h y r i n o g e n  I I I  c o s y n t h a s e .  I n t e r a c t i o n s  
b e tw e e n  t h e  e n z y m e s . A n n . N .Y . A c a d . S c i .  2 4 4 :4 0 1 .
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4 9 .  H o a r e ,  D . S . ,  a n d  H. H e a th .  1 9 5 9 . T h e  b i o s y n t h e s i s
o f  p o r p h y r i n s  f ro m  p o r p h o b i l i n o g e n  b y  
R h o d o p se u d o m o n a s  s p h e r o i d e s . 2 .  T he  p a r t i a l  
p u r i f i c a t i o n  a n d  som e p r o p e r t i e s  o f  p o r p h o b i l i n o g e n  
d e a m in a s e  a n d  u r o p o r p h y r in o g e n  d e c a r b o x y l a s e .
B io c h e m . J .  7 3 :6 7 9 .
5 0 .  H o lm e s , D . S . ,  a n d  M. Q u i g l e y .  1 9 8 1 . A r a p i d  b o i l i n g
m e th o d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  b a c t e r i a l  p l a s m i d s .
A n a l .  B io c h e m . 1 1 4 :1 9 3 .
5 1 .  J a c k s o n ,  A .H . , a n d  D .E . G am es. 1 9 7 5 . T h e  l a t e r
s t a g e s  o f  p o r p h y r i n  b i o s y n t h e s i s .  A nn . N .Y . A c a d .
S c i .  2 4 4 :5 9 1 .
5 2 .  J a c k s o n ,  A . ,  H .A . S a n c o v ic h ,  A .H . F e r r a m o l a ,  N.
E v a n s ,  D .E . G am es, D .E . M a t l i n ,  s.A. E l d e r ,  a n d  S .G . 
S m i th .  1 9 7 5 . M a c r o c y c l i c  i n t e r m e d i a t e s  i n  t h e  
b i o s y n t h e s i s  o f  p o r p h y r i n s .  P h i l o s .  T r a n s .  R . S o c . 
L o n d o n  S e r .  B . 2 7 3 :1 1 9 .
5 3 .  J a c o b s ,  N . J . ,  a n d  J .M . J a c o b s .  1 9 7 6 . N i t r a t e ,
f u m a r a t e ,  a n d  o x y g e n  a s  e l e c t r o n  a c c e p t o r s  f o r  a  l a t e  
s t e p  i n  m i c r o b i a l  hem e s y n t h e s i s .  B io c h im . B io p h y s .  
A c t a .  4 4 9 : 1 .
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5 4 .  J a c o b s ,  N . J . ,  a n d  J . H .  J a c o b s .  1 9 7 5 . F u m a ra te  a s
a l t e r n a t e  e l e c t r o n  a c c e p t o r  f o r  t h e  l a t e  s t e p s  i n  
a n a e r o b i c  hem e s y n t h e s i s  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i .
B io c h e m . B io p h y s .  R e s .  Commun. 6 5 :4 3 5 .
5 5 .  J a c o b s ,  N . J . ,  a n d  J .M . J a c o b s .  1 9 7 7 . E v id e n c e  f o r
in v o lv e m e n t  o f  t h e  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  s y s te m  a t  a  
l a t e  s t e p  o f  a n a e r o b i c  m i c r o b i a l  hem e s y n t h e s i s .
B io c h im . B io p h y s .  A c t a .  4 5 9 :1 4 1 .
5 6 .  J a c o b s ,  N . J . ,  a n d  J .M . J a c o b s .  1 9 7 8  Q u in o n e s  a s
h y d r o g e n  c a r r i e r s  f o r  a  l a t e  s t e p  i n  a n a e r o b i c  hem e
b i o s y n t h e s i s  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i . B io c h im . B io p h y s .  
A c t a .  5 4 4 :5 4 0 .
5 7 . J a c o b s ,  N . J . ,  a n d  J .M . J a c o b s .  1 9 7 9 . M i c r o b i a l
o x i d a t i o n  o f  p r o t o p o r p h y r i n o g e n ,  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  
hem e a n d  c h l o r o p h y l l  b i o s y n t h e s i s .  A rc h .  B io c h em . 
B io p h y s . 1 9 7 :3  9 6 .
5 8 .  J a c o b s ,  N . J . ,  a n d  J .M . J a c o b s .  1 9 8 1 .
p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a t i o n  i n  R h o d o p seu d o m o n as  
s p h e r o i d e s . a  s t e p  i n  hem e a n d  b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  
s y n t h e s i s .  A r c h .  B io c h e m . B io p h y s .  2 1 1 :3 0 5 .
135
5 9 .  J a c o b s ,  J . H . ,  a n d  N . J .  J a c o b s .  1 9 8 4 . E f f e c t  o f  
u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  o n  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  
o x i d a t i o n ,  a  s t e p  i n  hem e a n d  c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  
i n  p l a n t  o r g a n e l l e s .  B io c h e m . B io p h y s .  R e s .  Commun. 
1 2 3 :1 1 5 7 .
6 0 .  J o n e s ,  O .T .G . 1 9 7 8 . B i o s y n t h e s i s  o f  p o r p h y r i n s ,  
h e m e s , a n d  c h l o r o p h y l l s .  I n ,  T he p h o t o s y n t h e t i c  
b a c t e r i a . ,  R .K . C la y to n  a n d  W .R. s i s t r o m ,  e d s . ,
P le n u m , N .Y . ,  p . 7 5 1 .
6 1 .  J o r d a n ,  P .M .,  a n d  D. S h e m in . 1 9 7 3 . P u r i f i c a t i o n  a n d  
p r o p e r t i e s  o f  u r o p o r p h y r i n o g e n  I  s y n t h e t a s e  f ro m  
R h o d o p se u d o m o n a s  s p h e r o i d e s . J .  B i o l .  Chem .
2 4 8 :1 0 1 9 .
6 2 .  K i k u c h i ,  G . ,  A . K um ar, P .  T a lm a g e , a n d  D. S h e m in .
1 9 5 8 . T h e  e n z y m a t i c  s y n t h e s i s  o f  6- a m i n o l e v u l i n i c
a c i d .  J .  B i o l  Chem . 2 3 3 :1 2 1 4 .
6 3 .  Klem m , D . J . ,  a n d  L .L .  B a r t o n .  1 9 8 7 . P u r i f i c a t i o n
a n d  p r o p e r t i e s  o f  p r o t o p o r p h y r i n o g e n  o x i d a s e  f ro m  a n  
a n a e r o b i c  b a c t e r i u m ,  D e s u l f o v i b r i o  g j g a s .  J .
B a c t e r i o l .  1 6 9 :5 2 0 9 .
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6 4 .  K r e b s ,  K .G . ,  D . H e u s s e r ,  a n d  H . W im m er. 1 9 6 9 . S p r a y  
r e a g e n t s .  I n ,  T h i n - l a y e r  c h r o m a to g r a p h y .  A 
l a b o r a t o r y  h a n d b o o k . ,  E . S t a h l ,  e d . , p .  8 6 2 .
6 5 . L a M o n ic a , R . F . , a n d  B .L . M a r r s .  1 9 7 6 . T he b r a n c h e d  
r e s p i r a t o r y  s y s te m  o f  p h o t o s y n t h e t i c a l l y  g ro w n  
R h o d o p se u d o m o n a s  c a p s u l a t a . B io c h im . B io p h y s .  A c ta  
4 2 3 :4 3 1 .
6 6 . L a r i m e r ,  F .W ., R . M a c h a n o f f ,  a n d  F .C .  H a r tm a n . 1 9 8 6 .
A r e c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  g e n e  f o r  r i b u l o s e  
b i s p h o s p h a t e  c a r b o x y l a s e  f ro m  R h o d o s p i r i l l u r n  ru b ru m  
t h a t  e x p r e s s e s  t h e  a u t h e n t i c  enzym e i n  E s c h e r i c h i a  
c o l i . G ene 4 1 :1 1 3 .
6 7 . L a s c e l l e s ,  J .  1 9 5 6 . T he s y n t h e s i s  o f  p o r p h y r i n s  a n d
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  b y  c e l l  s u s p e n s i o n s  o f  
R h o d o p se u d o m o n a s  s p h e r o i d e s . B io c h e m . J .  6 2 : 7 8 .
6 8 .  L a s c e l l e s ,  J .  1 9 5 9 . A d a p t a t i o n  t o  fo rm
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  i n  R h o d o p se u d o m o n a s  s p h e r o i d e s :  
c h a n g e s  i n  a c t i v i t y  o f  e n z y m e s  c o n c e r n e d  i n  p y r r o l e  
s y n t h e s i s .  B io c h e m . J .  7 2 :5 0 8 .
6 9 .  L a s c e l l e s ,  J .  1 9 6 4 . T e t r a p y r r o l e  b i o s y n t h e s i s  a n d
i t s  r e g u l a t o r s .  W.A. B e n ja m in ,  New Y o rk  a n d
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A m ste rd am .
7 0 .  L a s c e l l e s ,  J .  1 9 7 5 . T he R e g u l a t i o n  o f  hem e a n d  
c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  i n  b a c t e r i a .  A n n . N .Y . A c a d . 
S c i .  2 4 4 :3 3 4 .
7 1 . L a s c e l l e s ,  J .  1 9 7 8 . T h e  r e g u l a t i o n  o f  p y r r o l e s .
I n ,  T h e  p h o t o s y n t h e t i c  b a c t e r i a . ,  R .K  C la y to n  a n d  
W .R. S i s t r o m ,  e d s . ,  P le n u m , N .Y . , p . 7 9 5 .
7 2 .  L a s c e l l e s ,  J . , a n d  T . A l t s c h u l e r .  1 9 6 9 . M u ta n t  
s t r a i n s  o f  R h o d o p se u d o m o n a s  s p h e r o i d e s  l a c k i n g  <$- 
a m i n o l e v u l i n a t e  s y n t h a s e :  g r o w th ,  h e m e , a n d
b a c t e r i o c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s .  J .  B a c t e r i o l .  9 8 :7 2 1 .
7 3 .  L a s c e l l e s ,  J . , a n d  T .P .  H a tc h .  1 9 6 9 . 
B a c t e r i o c h l o r o p h y l l  a n d  hem e s y n t h e s i s  i n  
R h o d o p se u d o m o n a s  s p h e r o i d e s : P o s s i b l e  r o l e  o f  Heme
i n  r e g u l a t i o n  o f  t h e  b r a n c h e d  b i o s y n t h e t i c  p a th w a y .
J .  B a c t e r i o l .  9 8 :7 1 2 .
7 4 . L e m b e rg , R . ,  a n d  J .  B a r r e t t .  1 9 7 3 . C y to c h ro m e s ,  p p .  
2 2 6 - 2 3 3 .  A c a d e m ic  P r e s s ,  L o n d o n  a n d  New Y o rk .
7 5 .  L e s s i e ,  T .G . ,  a n d  W .R. S i s t r o m .  1 9 6 4 . C o n t r o l  o f  
p o r p h y r i n  s y n t h e s i s  i n  R h o d o p se u d o m o n a s  s p h e r o i d e s .
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B io c h im . B io p h y s .  A c ta .  £ & :2 5 0 .
7 6 .  L i ,  J . , o .  B r a t h w a i t e ,  S .D . C o s lo y ,  a n d  C .S .  R u s s e l l .  
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